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1. Resumen. 
 
Eucalyptus globulus es una de las especies vegetales de mayor demanda en la 
industria forestal a nivel mundial y en nuestro país. Las características de su pulpa al ser 
blanca, blanda e impermeable, hacen de este árbol un importante recurso para la 
generación de papel blanco. En la actualidad, los suelos disponibles aptos para la 
explotación comercial son escasos, lo cual obliga a la industria a buscar nuevas 
alternativas, como son los suelos ubicados en centro norte de Chile, sin embargo, éstos 
se caracterizan por poseer alta salinidad y baja disponibilidad de agua, lo que provoca 
una disminución de la productividad de las especies forestales. Las altas concentraciones 
de salinidad y sequía conllevan un incremento del Na+ intracelular, siendo este ion tóxico 
para la célula en altas concentraciones citosólicas desencadenando una respuesta a 
estrés en la planta. Una de las estrategias para enfrentar este estrés es la 
compartamentalización del Na+ en la vacuola. Este proceso es realizado por la proteína 
antiporter NHX1, la cual necesita un gradiente electroquímico de H+ el que es generado 
por las bombas transportadoras H+-ATPasa vacuolar (V-ATPasa) y H+-PPasa vacuolar 
(VP1). En nuestro laboratorio se han aislado y caracterizado los genes codificantes para 
las proteínas de E.globulus EgNHX1 y EgVP1, además de producir líneas de álamos 
transgénicas sobreexpresoras para estos genes. Durante este trabajo se realizaron 
análisis fenotípicos y fisiológicos en plantas de álamos transgénicos EgNHX1 y EgVP1 
con el objetivo de determinar si estas dos proteínas otorgan mayor tolerancia al estrés 
hídrico y salino en comparación con las plantas silvestres. Nuestros resultados sugieren 
fuertemente que ambas líneas sobreexpresora del gen EgNHX1 como de EgVP1 poseen 
mejor tolerancia a estos estrés abiótico en comparación con plantas silvestres, 
manteniendo su fenotipo igual que las plantas del grupo control. Además, nuestros 
resultados fisiológicos indicaron que las plantas que sobreexpresan estas proteínas de 
E. globulus no presentan mayores daños oxidativos, manteniéndose las concentraciones 
de malondialdehído, fuga electrolítica y eficiencia fotosintética en comparación con 
plantas silvestres. Se determinó que tanto plantas sobreexpresoras de EgNHX1 como 
EgVP1 poseen similar tolerancia a estos tipos de estrés abióticos y aumentan su 
tolerancia frente a estos desafíos en comparación con los álamos silvestres. 
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2. Abstract. 
 
Eucalyptus globulus is one of the trees with the highest demand in forestry industry 
worldwide and in our country. Due to some at pulp characteristics such as it is whiteness, 
softness and impermeability, make this an important resource for the generation of white 
paper. At present, available lands that are suitable for commercial exploitation of this 
species are few, forcing the industry to search for new alternatives, such as land located 
in the northern part of Chile. However, these are characterized by the high salinity and 
water scarcity, which causes a decrease in the productivity of forest species. The high 
concentration of salt and drought cause an increase of intracellular Na+, making this ion 
toxic, a response to stress in the plant. One of the strategies to cope this stress is the 
compartmentalization of Na+ in the vacuole. This process is carried out by the antiporter 
protein NHX1, which needs an electrochemical gradient of H+ that is generated by the H+ 
transport pump-vacuolar ATPase (V-ATPase) and vacuolar H+-PPase (VP1). In our 
laboratory, we have isolated and characterized the genes coding for the E.globulus 
proteins EgNHX1 and EgVP1, as well as produced overexpression using these genes. 
During this work, phenotypic and physiological analyzes were performed on transgenic 
poplars EgNHX1 and EgVP1 with the objective of establishing if these two proteins 
confers the greatest tolerance to hydric and saline stress in comparison with wild plants. 
Our results strongly suggest that both overexpression lines, EgNHX1 and  EgVP1, show 
better tolerance to water and salt stress compared to wild plants, maintaining their 
phenotype equal to the plants of the control group. In addition, our physiological results 
indicated that the plants that overexpress these proteins of E. globulus do not present 
major oxidative damages, maintain the levels of malondialdehyde, electrolytic leakage 
and photosynthetic efficiency in comparison with wild plants. It was determined that both 
overexpression lines EgNHX1 and EgVP1 exhibit similar tolerance to these types of 
abiotic stress compared to wild poplars. 
. 
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3. Abreviaturas. 
 
717-1B4: Populus alba x Populus tremula 
ABA:   Ácido abscísico.  
ADN:   Ácido desoxirribonucleico. 
ARN:   Ácido ribonucleico. 
ARNm:  Ácido ribonucleico mensajero. 
ATPasa: Adenosina trifosfato sintasa. 
cADN:  ADN complementario. 
EDTA: Ácido etildiaminotetraacético. 
ERO: Especies reactivas de oxígeno. 
HM: Hoja media 
HS: Hoja superior 
MDA: Malondialdehído. 
NHX1: Antiporter Na+/H+. 
PCR:   Reacción de cadena de la polimerasa. 
PIB:   Producto interno bruto. 
RT-PCR Reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa. 
SOS: Salt overly sensitive. 
tARN: Ácido ribonucleico de transferencia. 
TNE: Tampón Tris-NaCl, EDTA. 
V-ATPasa Adenosina trifosfato sintasa vacuolar. 
VP1: Pirofosfatasa vacuolar. 
 12 
 
4. Introducción. 
 
4.1. Industria Forestal en Chile. 
La industria forestal en Chile se ha mantenido durante los últimos veinte años como 
una de las más importantes dentro de nuestro país, aportando al producto interno bruto 
aproximadamente 2,8 billones de pesos anuales (2,7% del PIB) en el año 2015. Siendo 
además el segundo producto más exportado a nivel nacional, después de la minería 
(CORMA, INFOR 2015). Estas cifras han convertido a Chile en uno de los principales 
productores de celulosa a nivel mundial, posicionando al sector forestal como uno de los 
más relevantes actores de la economía nacional. Los principales productos exportados y 
producidos por esta industria en Chile son: madera aserrada, moldaduras, astillas, 
madera cepillada, tablas y chapas, muebles, pulpa y celulosa entre otros (INFOR: Anuario 
Forestal 2016). 
El 23% de la superficie total de Chile está cubierta por bosques (17.520.869 hectáreas), 
de las cuales el 85% corresponde a bosques nativos y 15% a bosques plantados. Estas 
plantaciones comerciales se ubican principalmente desde la región del Maule hasta la 
región de la Araucanía (macro zona forestal) concentrándose principalmente en la 
producción de Pinus radiata (59,1%), Eucalyptus globulus (23,6%) y Eucalyptus nitens 
(10,5%) (INFOR: Anuario forestal 2015). 
E. globulus ha sido uno de los ejemplares más utilizados en la industria forestal tanto en 
Chile como en el mundo, debido a las características de su pulpa (blanda, blanca e 
impermeable), lo que la hace una materia prima altamente demandada para la producción 
de papel blanco (Carrillo y cols., 2017). Sin embargo, la información genómica disponible 
de E. globulus se encuentra incompleta actualmente, ya que no existen estudios 
suficientes que permitan conocer su fisiología, biología molecular o control 
transcripcional, dificultando el trabajo de investigación. 
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4.2. Estrés abiótico. 
Tanto en cultivos como en la naturaleza, el crecimiento vegetal, así como el 
desarrollo, el aumento de biomasa y la productividad dependen de la capacidad del 
metabolismo y de la fisiología de la especie para adaptarse y aclimatarse a condiciones 
ambientales con cambios constantes. Las condiciones ambientales son percibidas por 
los distintos órganos de la planta, y esta información se transmite internamente mediante 
la modulación de la síntesis de señales, fundamentalmente hormonas, que activan las 
respuestas de desarrollo y crecimiento vegetativo (Loudet y cols., 2017). Las respuestas 
de las plantas dependen del genotipo y del estado de desarrollo de la misma en el 
momento del estrés, así como también de la duración y la severidad de los factores 
ambientales que lo provoquen (Shen y cols., 2014). La planta es capaz de, si las 
condiciones ambientales se vuelven desfavorables, reprimir las respuestas de 
crecimiento, incluso después de haberse iniciado el periodo de desarrollo, y 
desencadenar mecanismos de protección y defensa que abortan el desarrollo y aseguran 
la supervivencia del individuo bajo condiciones ambientales adversas (Mittler y cols., 
2006). 
Hay diversas condiciones medioambientales adversas que provocan estrés en la planta, 
entre ellas destacan particularmente a nivel mundial y en Chile (desde la región Libertador 
General Bernardo O’Higgins hasta el extremo norte de nuestro país) las altas 
concentraciones de sales y baja disponibilidad de agua en los suelos (CONAF, 2017). En 
los siguientes párrafos se describen con más detalle estos tipos de estrés y las 
respuestas que desarrolla la célula vegetal frente a ellos. 
 
4.3. Estrés Hídrico. 
La escasez de agua es uno de los mayores problemas que enfrenta la industria 
agroforestal causando mermas considerables en la productividad de los suelos y pérdidas 
millonarias a las industrias. La severidad con que se presenta la escasez de agua es 
impredecible y depende tanto de la distribución de las lluvias, así como de la capacidad 
de almacenamiento de humedad de los suelos (Arivalagan y cols. 2016). 
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Las respuestas de las plantas al estrés hídrico suelen ser similares a las presentadas 
frente al estrés salino en sus primeras etapas (Zhu y cols., 2002). La pérdida de agua a 
nivel celular produce inestabilidad en las proteínas de membrana, contribuyendo a que la 
integridad de ésta sea alterada, perdiéndose su selectividad (Mahajan y cols., 2005). Sin 
embargo, las plantas han desarrollado mecanismos que permiten sobrellevar este estrés, 
como, por ejemplo, a través de la acumulación de distintos solutos (osmolitos 
compatibles) que son utilizados para disminuir el potencial hídrico, denominado ajuste 
osmótico (Ashraf y cols., 2007). Estos osmolitos compatibles, son compuestos de origen 
orgánico, pequeños y sin carga neta, que realizan una función osmoprotectora ante el 
estrés hídrico. Los osmolitos más comunes son glicina betaína, alcoholes, azúcares como 
el manitol y aminoácidos como la prolina (Mahajan y cols., 2005).  
Además de la acumulación de osmolitos compatibles, se ha descrito que las plantas 
tolerantes a estrés hídrico al igual que en la tolerancia al estrés salino poseen una mayor 
actividad de bombas H+-ATPasa en la membrana plasmática (Bose y cols., 2014). Las 
H+-ATPasas (ATPasa de membrana) generan el gradiente electroquímico y la fuerza 
motriz (H+) para el mantenimiento del potencial de membrana y el transporte de iones a 
través de ésta (Palmgren y Nissen, 2011). Una mayor actividad de la H+-ATPasa o flujo 
de salida de protones mantiene un potencial de membrana negativo durante el estrés 
hídrico/salino, traduciéndose a una reducción de fuga de ion K+ y a la vez facilitando la 
absorción de K+, permitiendo a las plantas retener este ion en el citosol (Chen y cols., 
2007). La actividad de la H+-ATPasa es esencial para el funcionamiento de 
intercambiadores de Na+/H+ de la membrana plasmática (SOS1), ya que genera la fuerza 
motriz (H+) para que se lleve a cabo el flujo de salida de Na+ del citosol al apoplasto.  
Por otro lado, se ha descrito en la respuesta a estrés por déficit hídrico la participación 
de V-ATPasa y la VP1 que se ubican en la vacuola y tienen por fin acidificar el lumen de 
este organelo. Como se explicó anteriormente los intercambiadores intracelulares NHX 
son dependientes de la actividad de ambas bombas de H+, las cuales incrementan el 
gradiente electroquímico que facilita la compartimentalización de iones en vacuolas 
(figura 1). La importancia de estas bombas en la respuesta a estrés se demostró mediante 
la sobreexpresión de la H+-PPasa vacuolar endógena de A. thaliana (AVP1) registrando 
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una mayor tolerancia a sequía y salinidad (Gaxiola y cols., 2001), y experimentos 
posteriores demostraron que al sobreexpresar el gen AVP1 y el gen AtNHX1 en plantas 
transgénicas de Gossypium (Planta de algodón) se obtuvieron resultados similares de 
tolerancia a estos tipos de estrés abiótico (Pasapula y cols., 2011 Bassil y cols., 2012; 
Shen y cols., 2014). 
 
4.4. Estrés Salino. 
Junto con la sequía, un importante porcentaje de plantas alrededor del mundo se 
encuentran sometidas constantemente a un estrés salino durante su desarrollo. Además, 
se estima que cerca del 30% de las áreas irrigadas en la Tierra sufren de problemas de 
alta salinidad (Chaves y cols., 2008), Chile no escapa de esta realidad ya que se estima 
que el 49,1% de su territorio se encuentra afectado por esta característica (Westphal y 
cols., 2015). 
Es por esto que el desarrollo de plantas y árboles resistentes al estrés salino ha adquirido 
una gran importancia para el sustento de la industria agropecuaria y forestal, de modo de 
permitir la expansión de los cultivos en áreas donde la alta salinidad del medio no lo 
permite actualmente (Negrão y cols., 2016). Sin duda el proceso celular que mayormente 
se ve afectado debido a los problemas de salinidad es la fotosíntesis, lo que genera una 
reducción del crecimiento (Chaves y cols., 2008). La alta concentración de sal inhibe el 
crecimiento de la planta por dos razones principales, primero la presencia de sal en el 
suelo reduce la habilidad de la planta para captar agua, este efecto es conocido como 
estrés osmótico (Parida y cols., 2005). En segundo lugar, la excesiva cantidad de sal que 
entra a la planta daña las células debido al exceso de iones Na+ y Cl- definiéndose como 
estrés iónico. La causa del daño se debe probablemente a que la excesiva carga de sal 
excede la habilidad de las células de compartimentalizar las sales en la vacuola, lo que 
aumenta la concentración de sales en el citoplasma, alcanzando concentraciones toxicas 
para la célula, debido a que su acumulación produce un desbalance en las 
concentraciones de Na+ y K+. Este desbalance afecta mayormente la síntesis de 
proteínas ya que el K+ es necesario para el correcto funcionamiento de los tRNA en los 
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ribosomas (Chinnusamy y cols., 2006) (Munns y cols., 2005). Además, una elevada 
concentración de iones Na+ y Cl- o SO4 2- en el suelo salino, produce una interferencia 
directa en la absorción de nutrientes como el K+, Ca2+, y NO3 -, impidiendo la captación 
de los mismos. 
Uno de los iones más dañinos que se acumulan en suelos salinos es el Na+. El Na+ 
ingresa a la planta a través de transportadores inespecíficos presentes en las células de 
la raíz, y posteriormente es incorporado en el flujo del xilema, donde es llevado hacia las 
hojas y otros tejidos aéreos (Chinnusamy y cols., 2006). La acumulación de Na+ causa 
una desorganización de las membranas, permitiendo la entrada de otros iones tóxicos 
para la célula, como es ion Cl- (Baetz y cols., 2016). Finalmente, la alta concentración de 
Na+ a nivel de los tejidos causa necrosis en las hojas desencadenando en primer lugar la 
disminución en la absorción de los nutrientes y produciendo posteriormente la muerte de 
la planta (Munns y cols., 2005). 
A nivel celular las plantas poseen diversas formas de evitar el aumento de la 
concentración intracelular de Na+. Uno de los mecanismos más empleados para este 
proceso corresponde a la exclusión del Na+, mediante la inducción de la vía SOS (“Salt 
overly sensitive”). El aumento intracelular de éste ion causa un aumento de la 
concentración del ion calcio Ca+, lo que provoca la unión de éste con la proteína SOS3, 
la cual cambia de conformación, permitiendo la interacción con la proteína SOS2, 
provocando que SOS2 active su función quinasa, de esta forma, el complejo SOS3/SOS2 
fosforila el antiporter Na+/H+ que se encuentra en la membrana plasmática (SOS1). Una 
vez que SOS1 se activa, comienza a excluir el Na+ que se encuentra al interior de la 
célula hacia el medio extracelular (Ji y cols., 2013). Tanto las plantas glicófitas (sensibles 
a la salinidad) como halófitas (tolerantes a salinidad) eliminan alrededor de un 98% de 
Na+ a través de la raíz, dejando sólo alrededor de un 2% de éste ion que debería ser 
transportado a las ramas a través del xilema (Gong y cols., 2004).  
Además de la eliminación del Na+ intracelular, existe otro proceso que depende de la 
compartimentalización del Na+ dentro de la vacuola, permitiendo la acumulación activa 
en contra de la gradiente electroquímica de H+. Este sistema de defensa a estrés salino 
de la planta se basa en la actividad de otro antiporter de Na+/H+ denominado NHX1 
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ubicado en la membrana de la vacuola (tonoplasto), que acopla la entrada de Na+ a la 
vacuola con la salida de un H+. Esta actividad es posible gracias al gradiente 
electroquímico de H+ generado por H+-ATPasas vacuolar (V-ATPasa) y la pirofosfatasa 
vacuolar H+-PPasa (VP1), que bombean H+ dentro de la vacuola. El almacenamiento de 
Na+ promovido por el antiporter NHX1 ayuda a generar un gradiente del ion desde el 
citosol hacia el interior de ésta (Figura 1). Esto contribuye a disminuir el potencial 
osmótico y ajustar el potencial hídrico celular para permitir la absorción de agua durante 
el estrés salino (Gouiaa y cols., 2015). 
 
 
Figura 1. Compartimentalización del Na+ dentro de la vacuola mediante el antiporter 
NHX1. Este sistema permite a la célula disminuir las altas concentraciones de Na+ en el 
citoplasma el cual es tóxico para ésta. Para ello se utiliza la bomba V-PPasa (Amarillo) 
que utiliza el enlace de alta energía del pirofosfato (PPi), para disminuir el pH del lumen 
vacuolar por la incorporación de H+, además de la bomba V-ATPasa (Verde), que 
mediante la hidrolisis de ATP, genera el ingreso de H+ dentro de la vacuola. Cuando 
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existe una acumulación de H+ suficiente dentro de la vacuola, el antiporter NHX1 (Azul) 
comienza a incorporar el ion Na+ dentro de la vacuola, intercambiándolo por un H+. 
4.5. Antiporter Na+/H+ Vacuolar. 
Las plantas han desarrollado varios procesos bioquímicos y fisiológicos para 
responder a las tensiones ambientales debido a su naturaleza sésil. La acumulación de 
Na+ dentro de la vacuola a través del intercambiador iónico antiporter Na+/H+ tipo I 
(NHX1), es una estrategia importante y de alta relevancia para hacer frente a medios 
salinos (Apse y cols., 1999). 
Las proteínas NHXs son proteínas integrales de membrana que residen tanto en 
membrana plasmática (Shi y cols., 2000), compartimentos endosomales (Bassil y cols., 
2011) y membranas vacuolares (Apse y cols., 1999). Estas proteínas catalizan el 
intercambio de cationes Na+/H+ y/o K+/H+ mediante los gradientes electroquímicos de H+, 
generados por la H+ -ATPasa y la H+-PPasa en cada membrana (Mäser y cols., 2001). El 
primer cADN del gen NHX1 vacuolar fue identificado y clonado desde una levadura 
Saccharomyces cerevisiae (Prior y cols., 1996), y posteriormente se han aislado cADN 
de especies vegetales como A.thaliana, Atriplex gmeelin (planta salina conocida como 
abanico), Salicornia brachiata (esparrago de mar), E. globulus entre otros. (Gaxiola y 
cols., 1999; Hamada y cols., 2001; Jha y cols., 2010; Baltierra y cols., 2013). 
 
La secuencia del gen AtNHX1 en A. thaliana comprende un largo de 4294 pb (Chen y 
cols., 2007). La proteína NHX1 de A. thaliana (AtNHX1) posee una secuencia 
aminoacídica que comprende un largo de 538 aminoácidos, y un peso molecular de 59,5 
kDa. Esta proteína está presente en todas las especies vegetales ya estudiadas en la 
actualidad siendo muy similar en su secuencia y actividad, como por ejemplo Solanum 
lycopersicum (tomate), E. globulus, Salicornia europea (hinojo marino) entre otros 
(Huertas y cols., 2013; Baltierra y cols., 2013; Chen y cols., 2015). La primera actividad 
del antiporter NHX1 fue demostrada en vesículas del tejido de tonoplasto en remolacha 
roja (Beta bulgaris) (Serrano., 1996). Sin embargo, el primer gen del antiporter NHX1 
aislado, fue desde A. thaliana, realizándose una complementación genética funcional en 
una cepa de levadura mutante NHX1, obteniendo cepas de levaduras resistentes al 
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medio salino en comparación con las cepas mutantes al ser tratadas con NaCl 400 mM 
durante 6 horas (Apse., y cols 1999; Gaxiola y cols., 1999).  
En la actualidad se han realizado experimentos en los cuales al sobreexpresar el gen 
SeNHX1 (de Salicornia europea) en Nicotiana tabacum y posteriormente sertratadas con 
150 mM de NaCl durante 12 días, presentaron tolerancia al estrés salino en comparación 
con plantas silvestres (Chen y cols., 2015). Esta respuesta se repite al sobreexpresar el 
gen AtNHX1 de A. thaliana en Fagopyrum esculentum (trigo sarraceno) tratada con NaCl 
200 mM durante 21 días (Chen y cols., 2007), se obtuvo un resultado similar al 
sobreexpresar éste gen en plantas de Arachis hypogaea (Planta del maní) con 
tratamientos de 200 mM de NaCl por 16 días, y tratamientos con sequía por 15 días (Asif 
y cols., 2011). Además, al sobreexpresar el gen AtNHX1 en plantas de N. tabacum y ser 
regados con concentraciones de 200 mM de NaCl durante 28 días (Zhou y cols., 2010), 
como también al sobreexpresar el gen VrNHX1 de Vigna radiata (planta de frijol) en A. 
thaliana con riegos de solución 150mM de NaCl durante 10 días (Mishra y cols., 2014) 
(Tabla 1). 
En nuestro laboratorio se ha llevado a cabo el aislamiento del cADN de EgNHX1 (E. 
globulus), el cual posee un marco de lectura abierto de 1626 pb, codificante para una 
proteína de 542 aminoácidos. La que a través de estudios bioinformáticos se predice que 
se localizaría en la vacuola. Se realizaron estudios con cepas de levaduras mutantes 
NHX1, sensibles a 1000 mM de NaCl los cuales fueron complementados con EgNHX1 
mostrando una parcial restauración del fenotipo. Sin embargo, la sobreexpresión de 
EgNHX1 en plantas de A.thaliana demostraron tolerancia a concentraciones de 100 mM 
de NaCl por 20 días  a diferencia de plantas silvestres que mostraron retraso de 
crecimiento y muerte (Baltierra y cols., 2013). Además, los análisis por qPCR de EgNHX1 
en plántulas E. globulus, sometidas a 200 mM de NaCl, calor (37°C durante 180 minutos 
y ABA 100 mM) demostraron que el nivel de transcritos de EgNHX1 no variaba 
significativamente, sin embargo, la expresión de éste en plántulas sometidas a sequía 
fue significativamente sobreexpresada a los 120 minutos. Estos resultados sugieren que 
EgNHX1 se expresa principalmente bajo condiciones de estrés hídrico a través de una 
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vía de respuesta independiente de ABA, a pesar de haber sido asociada a estrés salino 
en otras especies vegetales (Baltierra y cols., 2013). 
 
 
Origen Gen Organismo 
transformado 
Tratamiento / 
días 
Fenotipo Referencia 
A. 
thaliana. 
AtNHX1. F. esculentum. 
(trigo sarraceno) 
200 mM NaCl 
21. 
Tolerante a la 
salinidad. 
Chen y cols., 
2007. 
A. 
thaliana. 
AtNHX1. N. tabacum. 
(tabaco) 
200 mM NaCl 
28. 
Tolerante a la 
salinidad. 
Zhou y cols., 
2010. 
A. 
thaliana. 
 
AtNHX1. 
 
A. hypogaea. 
(maní) 
200 mM NaCl 
 16 / Sequía 
 15. 
Tolerante a la 
salinidad. Tolerante 
a la sequía. 
Asif y cols., 
2011. 
E. 
globulus. 
EgNHX1. A. thaliana. 
(arabidopsis) 
100 mM NaCl 
20. 
Tolerante a la 
salinidad. 
Baltierra y 
cols., 2013. 
E. 
globulus. 
EgNHX1. S. cerevisiae. 
(levadura) 
1000 mM NaCl 
2. 
Tolerante a la 
salinidad. 
Baltierra y 
cols., 2013. 
V. 
radiata. 
VrNHX1. A. thaliana. 
(arabidopsis) 
150 mM NaCl 
 10. 
Tolerante a la 
salinidad. 
Mishra y cols., 
2014. 
S. 
europea. 
SeNHX1. N. tabacum. 
(tabaco) 
150 mM NaCl 
 12. 
Tolerante a la 
salinidad. 
Chen y cols., 
2015. 
S. 
brachiata 
SbNHX1 C. cyminum. 
(comino) 
200 mM NaCl 
15. 
Tolerante a la 
salinidad. 
Pandey y cols., 
2016. 
P. 
virgatum 
PvNHX1 P. virgatum. 
(pasto varilla) 
350 mM NaCl 
30. 
Tolerante a la 
salinidad. 
Huang y cols., 
2017. 
 
Tabla 1.  Resumen de organismos transgénicos que sobreexpresan el antiporter 
Na+/H+ vacuolar. 
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4.6. Pirofosfatasa vacuolar. 
La pirofosfatasa vacuolar H+-PPasa (VP1) es una proteína de tipo bomba que 
reside en las membranas de las vacuolas (Maeshima y cols., 2000), como también en 
membranas plasmáticas (Alexandersson y cols., 2004). Esta proteína tiene por fin 
disminuir el pH de la membrana plasmática, como también la membrana vacuolar, 
mediante la utilización del enlace de alta energía de pirofosfatos (PPi). Ésta bomba se ha 
descrito en algunas algas y también en la mayoría de las plantas terrestres (Maeshima, 
2000). En la membrana vacuolar su actividad contribuye a la formación de gradiente de 
protones realizada por la V-ATPasa en la misma membrana (Kim E.J y cols., 1994). La 
secuencia del gen de AVP1 de A. thaliana comprende un largo de 3087 pb. El primer 
cADN del gen de una H+-PPasa vacuolar fue identificado y clonado desde A. thaliana 
(Sarafin y cols., 1992). La proteína AVP1 codificada (Pirofosfatasa vacuolar de A. 
thaliana), posee una secuencia aminoacídica de 770 aminoácidos, y un peso molecular 
de 80,2 kDa, siendo muy conservada en la mayoría de las especies vegetales. 
Posteriormente se han aislado cADN de especies como la remolacha roja (Beta vulgaris), 
tabaco (Nicotiana tabacum), cebada (Hordeum vulgare), arroz (Oryza sativa) y eucalipto 
(E. globulus) (Kim y cols., 1994; Lerchl y cols., 1995; Gordon Weeks y cols., 1997; 
Sakakibara y cols., 1999; Gamboa y cols., 2013). 
Los primeros trabajos con este gen se hicieron en levadura, en donde se realizó una 
complementación genética funcional en una cepa de levadura mutante VP1, 
obteniéndose cepas tolerantes al medio salino en comparación con las cepas silvestres, 
al ser tratadas con 700 mM de NaCl durante seis horas (Gaxiola y cols., 1999).  
En la actualidad se han descrito dos tipos de pirosfatasas, la de tipo I que corresponde a 
proteínas sensibles a la concentración de K+ en el citosol como la AVP1 (H+-PPasa) y 
proteínas de tipo II que no censan la concentración de K+, pero si son muy sensibles a 
concentraciones de Ca2+, como la AVP2 (Drozdowicz y cols., 2000). A pesar de que tanto 
AVP1 y AVP2 tienen una identidad aminoacídica del orden del 36%, su localización 
intracelular difiere, ya que AVP2 se ha encontrado activamente en el aparato de Golgi, 
mientras que AVP1 como se mencionó anteriormente, tiene doble localización, tanto en 
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la vacuola como en la membrana plasmática (Segami y cols., 2010; Paez - Valencia y 
cols., 2011). 
También se ha demostrado que la sobreexpresión de AVP1 estaría mediando tolerancia 
al estrés hídrico y al aumento de concentración NaCl mediante la retención de estos iones 
en la vacuola (Gaxiola y cols., 2001). En experimentos realizados de tolerancia a estrés 
salino en plantas A. thaliana sobreexpresores del gen AVP1, se observó mayor tolerancia 
a este tipo de estrés, al ser tratadas con concentraciones crecientes de NaCl hasta 250 
mM durante 10 días presentando una mayor tasa de acumulación de Na+ en la vacuola, 
(Gaxiola y cols., 2001). Esta respuesta se repite en otras especies vegetales al 
sobreexpresar AVP1 como en alfalfa (Medicago sativa L.)  sometidas a 200 mM de NaCl 
cada dos días durante cuatro semanas (Bao y cols., 2009), como también plantas 
transgénicas A. thaliana con SsVP1 (Suaeda salsa) regadas con concentraciones de 200 
mM NaCl durante diez días, y plantas transgénicas de tomate (Lycopersicon esculentum) 
con AVP1 resistentes al estrés hídrico al ser tratadas sin riego durante 13 días (Park y 
cols., 2005). Además, las plantas sobreexpresoras de AVP1 demuestran mayor 
crecimiento de raíces con pelos radiculares, como también crecimiento de la planta, 
mayor actividad fotosintética y adsorción de nutrientes. Estos fenotipos han sido 
observados en diversos cultivos agrícolas de importancia comercial como el arroz, la 
remolacha roja, tomate, canola entre otros (Paez-Valencia y cols., 2013) (Tabla 2). 
En nuestro laboratorio se han llevado a cabo estudios con el cADN de EgVP1 
(pirofosfatasa vacuolar de E. globulus), el cual posee un marco de lectura abierto de 2280 
pb, codificando a una proteína de 759 aminoácidos. Los análisis bioinformáticos indicaron 
que este gen codifica la pirofosfatasa de tipo I y que la proteína se localiza en la vacuola. 
Además, al sobreexpresar este gen en plantas A. thaliana éstas fueron capaces de tolerar 
de mejor manera los tratamientos con salinidad al ser sometidas a riego con soluciones 
crecientes de NaCl hasta 250 mM, en comparación con las plantas silvestres que se 
mostraron sensibles apreciándose muerte del organismo. Por otro lado, las plantas 
transgénicas de A. thalianas con EgVP1 fueron capaces de tolerar un periodo de sequía 
(sin riego) durante 20 días, en comparación con las plantas silvestres que se mostraron 
sensibles a este estrés (Gamboa y cols., 2013). Más aun, se observó que éstas plantas 
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transformadas presentaban un aumento en la cantidad de hojas de la roseta, mayor área 
foliar, y un incremento en el crecimiento de la raíz, resultado similar al obtenido por Li y 
cols., 2005 al sobreexpresar AVP1 en A. thaliana.  
Por otro lado, los análisis por qPCR desmotraron que el gen EgVP1 en plantulas de E. 
globulus se expresa en condiciones de salinidad (100 mM NaCl) y sequía (120 minutos) 
a través de una vía independiente de la fitohormona ABA, relacionándose posiblemente 
con el aumento en la tolerancia a estrés hídrico y salino(Gamboa y cols., 2013). 
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Origen Gen Organismo 
transformado 
Tratamiento 
/días. 
Fenotipo Referencia 
A. thaliana. AVP1. S. cerevisiae. 
(levadura) 
700 mM NaCl 1. Tolerante a la 
salinidad. 
Gaxiola y cols., 
1999. 
 
A. thaliana. 
 
AVP1. 
 
A.thaliana. 
(arabidopsis) 
250 mM NaCl 
 10 / Sequía 
 10.  
Tolerante a la 
salinidad. Tolerante 
a la sequía. 
Gaxiola y cols., 
2001. 
 
 
A. thaliana. 
 
 
AVP1. 
 
L.  esculentum. 
(tomate) 
 
Sequía  
13. 
Aumento de 
biomasa en raíces, y 
mayor recuperación 
al estrés hídrico. 
 
Park y cols., 
2005. 
A. thaliana. AVP1. M. sativa. 
(alfalfa) 
200 mM NaCl 
28. 
Tolerante a la 
salinidad. 
Bao y cols., 
2009. 
 
A. thaliana. 
 
AVP1. 
 
G. vitis. 
(uva) 
200 mM NaCl  
30 / Sequía 
 20. 
Tolerante a la 
salinidad. Tolerante 
a la sequía. 
Pasapula y 
cols., 2011. 
 
S. salsa. 
 
SsVP1. 
 
A. thaliana. 
(arabidopsis) 
200 mM NaCl 
 10 / 
 Sequía 10. 
Tolerante a la 
salinidad. Tolerante 
a la sequía. 
Guo y cols., 
2006. 
 
E.globulus. 
 
EgVP1. 
 
A. thaliana. 
(arabidopsis) 
250 mM NaCl 
 20 / Sequía 20. 
Tolerante a la 
salinidad. Tolerante 
a la sequía. 
Gamboa y 
cols., 2013. 
P. 
trichocarpa 
PtVP1 P. trichocarpa 
(álamo) 
150 mM NaCl 
21. 
Tolerante a la 
salinidad 
Yang y cols., 
2015 
 
A. nanus 
 
AnVP1 
 
A. thaliana 
(arabidopsis) 
300 mM NaCl 
10/  
Sequía 15. 
Tolerante a la 
salinidad y sequía 
Yu y cols., 
2016 
 
Tabla 2.  Resumen de organismos transgénicos que sobreexpresan la 
pirofosfatasa vacuolar. 
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5. Planteamiento del problema. 
 
A nivel nacional E. globulus se produce principalmente en la región del Bío Bío, 
aunque existen plantaciones desde Copiapó hasta la isla de Chiloé (CORMA). En la 
actualidad las tierras disponibles para una explotación eficiente desde el punto de vista 
comercial de E. globulus son escasas, lo cual obliga a la industria a encontrar nuevas 
tierras para su explotación, como son las ubicadas en el norte de Chile. Sin embargo, los 
suelos de esta zona son salinos y con baja disponibilidad de agua, lo cual reduce la 
productividad y rendimiento de las plantaciones. Además, cabe destacar que en E. 
globulus existe escasa información disponible en relación con el comportamiento de esta 
especie frente a condiciones de estrés hídrico y salino tanto a nivel molecular, fisiológico 
y fenotípico. Es por este motivo que para nuestro laboratorio es interesante estudiar los 
genes EgVP1 y EgNHX1 y su función proteica en la respuesta a estos tipos de estrés 
abióticos. Actualmente nuestro laboratorio, posee diferentes líneas transgénicas de 
álamos (Populus alba X Populus tremula) in vitro sobreexpresores tanto para los genes 
EgNHX1 como para el gen EgVP1. El género Populus por su rápido crecimiento y 
facilidad de propagación se ha transformado en un gran modelo de estudio para las 
aplicaciones biotecnológicas que podrían dar lugar a un mejor rendimiento de cultivo para 
la industria forestal (Zhou y cols., 2015). Sin duda, a diferencia de las plantas transgénicas 
de A. thaliana tanto con EgNHX1 como EgVP1 mencionados con anterioridad, los álamos 
son un mejor modelo de estudio por poseer mayor similitud evolutiva al objetivo de estudio 
del laboratorio, E. globulus.  
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6. Hipótesis. 
 
Álamos transgénicos sobreexpresores del gen NHX1 y VP1 provenientes de E. 
globulus, son más tolerantes a sequía y salinidad en comparación con álamos silvestres. 
7. Objetivo general. 
Estudiar la respuesta a estrés hídrico y salino de álamos transgénicos 
sobreexpresores de EgNHX1 y álamos transgénicos sobreexpresores de EgVP1. 
7.1. Objetivos específicos. 
 
- Seleccionar al menos dos líneas transgénicas de álamo que sobreexpresen los 
genes EgNHX1 y dos líneas EgVP1. 
 
- Caracterizar fenotípicamente la respuesta a estrés salino e hídrico de los álamos 
sobreexpresoras EgNHX1 y EgVP1. 
 
- Caracterizar fisiológicamente la respuesta a estrés salino e hídrico de álamos 
sobreexpresoras EgNHX1 y EgVP1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 27 
 
8. Materiales y métodos. 
 
8.1. Micropropagación y mantención de plantas de álamos in vitro. 
Los álamos fueron micropropagados a partir de plantulas de cuatro meses de 
maduración mantenidas in vitro y almacenadas en cámara de incubación (Percival, I-
36VL) ™) con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad a una temperatura 
de  22°C con una densidad de flujo de fotones fotosintéticos 1000 µE m-2s-1, utilizando 
tejidos de internodos y cultivadas en frascos estériles con medio de enraizamiento (0.22% 
p/v de de Murashige & Skoog; 3% p/v de sacarosa; 0.6 % p/v de agar ajustando el pH a 
5,8 con NaOH 1 M, aforando finalmente a 1 litro de solución).  
8.2. Confirmación de plantas de álamo transgénicas EgNHX1 y EgVP1. 
 
8.2.1. Extracción de ADN genómico de álamos (Populus alba x Populus 
tremula). 
 
Para confirmar si las plantas in vitro almacenadas como EgNHX1 y EgVP1 
efectivamente poseen el gen EgNHX1 y EgVP1 respectivamente, proveniente de E. 
globulus, se realizó una extracción de ADN genómico a partir de hojas de álamos 
utilizando el protocolo de Kasajima y cols., 2004 con modificaciones, utilizando el buffer 
TNE/SDS (1,2 g de Tris; 0,73 g NaCl; 0,37 g EDTA; 0,25 g SDS pH 8,0, en un volumen 
final de 50 mL). Se utilizó un trozo de hoja de tamaño 3 mm2 por cada planta, y se 
homogenizó la muestra en 100 µL de buffer TNE/SDS con un vástago metálico adaptado 
a un Dremel. Luego las muestras se centrifugaron por cinco minutos a 12100 x g, y se 
transfirió el sobrenadante a un tubo limpio con 100 µL de isopropanol al 100% v/v y se 
vortexearon hasta obtener una solución homogénea. Se centrifugó cada tubo a 12100 x 
g por 10 minutos y se eliminaron los sobrenadantes de cada muestra. Luego, el pellet se 
lavó con etanol al 70% v/v vortexeando las muestras e inmediatamente después se 
centrifugaron a 12100 x g por 3 minutos. Se eliminó el sobrenadante y se secaron los 
pellets dejando los tubos invertidos durante 30 minutos. Finalmente, se resuspendieron 
los pellets en 30 µL de agua Mili q. Las posibles líneas transgénicas evaluadas se 
encuentran en la Tabla 3. 
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 Líneas transgénicas EgNHX1 Líneas transgénicas EgVP1 
NHX1 A2 EgVP1 A4 
NHX1 B1 EgVP1 B1 
NHX1 B3 EgVP1 B2 
NHX1 B4 EgVP1 B3 
NHX1 F1 EgVP1 C4 
NHX1 F3 EgVP1 D1 
NHX1 F4 EgVP1 H1 
 
Tabla 3. Posibles líneas transgénicas EgNHX1 y líneas transgénicas EgVP1. En esta 
tabla se puede apreciar la existencia de siete posibles líneas transgénicas diferentes de 
EgNHX1 y siete posibles líneas transgénicas de EgVP1. La nomenclatura para cada 
posible línea está determinada por: nombre de la transformación (EgNHX1 y EgVP1 de 
E. globulus respectivamente), seguido por la letra (A; B; C; D; F; G y H) que indica la 
población de plantas provenientes de diferentes discos de callos transformados de una 
misma hoja, y el número (1; 2; 3 y 4) indican diferentes plantas crecidas a partir de una 
célula transformada del mismo callo, siendo líneas transgénicas independientes.  
 
8.2.2. Confirmación de plantas transgénicas mediante la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR). 
 
Para realizar la reacción de PCR, se seleccionaron partidores específicos del gen 
de actina propio de Populus alba x Populus tremula silvestre (717-1B4) como control 
positivo, y también partidores específicos para las construcciones de las posibles líneas 
35S::EgNHX1 y 35S::EgVP1 respectivamente. Los partidores fueron analizados con el 
programa primer 3 (http://primer3.ut.ee/), para determinar tamaño del partidor, tamaño de 
amplicón, porcentaje de GC y temperatura de alineamiento. Posteriormente todos los 
partidores candidatos y seleccionados fueron analizados por el programa OligoAnalizer 
(http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/), con el fin de determinar la 
posible formación de estructuras secundarias, autodimerización, heterodimerización, y 
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estructuras de hairpinloop. Los partidores seleccionados fueron sintetizados por la 
empresa Integrated DNA Technologies (IDT). La Tabla 2 resume los nombres, las 
secuencias y las Tm (°C) de los partidores seleccionados. 
 
Nombre de partidor Secuencia Tm (°C) 
35S forward 5’gaggagcatcgtggaaaaaga3’ 54 
EgNHX1 reverse 5’ggattcgttggcccaccggttc3’ 62 
EgVP1 reverse 5’ttaccgacagaaatggcgtt3’ 54 
actina forward 5’ttgctgaccgtatgagcaag3’ 54 
actina reverse 5’cacccttggaaatccacatc3’ 53 
 
Tabla 4. Información de los partidores seleccionados para la confirmación de 
plantas transgénicas tanto para EgNHX1 como para EgVP1. Los partidores fueron 
rotulados con el nombre de unión específico (promotor 35S; EgNHX1, EgVP1 y actina), 
además del sentido a amplificar (forward y reverse). Los partidores seleccionados poseen 
una longitud entre 19-22 pb, temperatura de alineamiento entre 53 y 65°C.  
Luego de haber obtenido los partidores para las secuencias especificas a amplificar, se 
realizaron Mix de reacción utilizando Go taq® Green Master Mix. Para cada reacción, se 
utilizó 5 µL de Go taq ® Green Master Mix, 3,6 µL de H2O mili q, 0,2 µL de partidor forward 
(10 mM), 0,2 µL de partidor reverse (10 mM) y 1 µL de ADN genómico. 
Para la confirmación de plantas de álamos transgénicas con el gen de E. globulus 
EgNHX1 se realizó un PCR utilizando el partidor 35S forward, y el partidor EgNHX1 
reverse (mencionados en la tabla 4). Además, como control positivo para la reacción, se 
utilizó como templado el vector pGWB2 con la construcción de 35S::EgNHX1, 
previamente transformado en el laboratorio y guardado a -80°C en glicerol stock, el cual 
fue purificado con el  Kit Miniprep  (GeneJET Plasmid miniprep Kit), utilizando el protocolo 
descrito de fábrica. Como control de integridad de la extracción de ADNg, se realizó para 
cada muestra un PCR con los partidores específicos de actina de Populus alba x   
Populus tremula (mencionados en la tabla 2). De igual manera se realizó PCR para 
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EgVP1, variando solamente el partidor reverse (EgVP1 reverse mencionado en la tabla 
2), y el control positivo, a partir de la purificación del vector pGWB2 con la construcción 
35S::EgVP1. El programa de PCR tanto para EgNHX1, actina, y EgVP1 se realizó de la 
siguiente manera: denaturación inicial 96°C por 600 segundos, 35 ciclos que comprenden 
denaturación 96°C por 30 segundos, alineamiento 54°C por 5 segundos, extensión 72°C 
por 30 segundos, y un ciclo de extensión final de 72°C por 300 segundos. Posteriormente, 
se cargaron los productos PCR (10 µL) en un gel de agarosa al 1% p/v en buffer TAE 1X 
teñido con SYBR® Safe DNA Gel Strain y se realizó una electroforesis de 70 mV durante 
50 minutos para observar las bandas de amplicones en el transiluminador UV. 
Las líneas transgénicas que dieron positivo para el gen de EgNHX1 y líneas transgénicas 
para el gen EgVP1 se mantuvieron in vitro en la cámara de cultivo. Sin embargo, aquellas 
plantas y/o líneas que dieron negativo en la detección por PCR, fueron desechadas. 
8.3. Selección de líneas transgénicas de álamos sobreexpresoras del gen 
EgNHX1, y líneas transgénicas sobreexpresoras del gen EgVP1. 
 
8.3.1. Extracción de ARN total de hojas de álamos in vitro. 
Posteriormente después de confirmar todas las plantas por PCR, tanto para líneas 
transgénicas EgNHX1 y líneas transgénicas EgVP1, se evaluó mediante RT-PCR la 
expresión de los genes EgNHX1 y EgVP1 respectivamente, con el fin de determinar 
dentro de la población de plantas transgénicas, los diferentes niveles de expresión. Para 
ello, se realizó una extracción de ARN total a partir de tejido de hoja de álamos utilizando 
tres plantas por cada línea transgénica mediante el agente TRIzol ™ Reagent. Para cada 
extracción se utilizaron dos hojas por cada planta de álamo in vitro e inmediatamente se 
congelaron en nitrógeno líquido. Posteriormente con la ayuda de un mortero (previamente 
esterilizado), se pulverizaron las hojas y se homogenizaron en 1 mL de reactivo de TRIzol 
™ Reagent. Luego, se incubaron las muestras por cinco minutos a temperatura ambiente 
y se agregó 200 µL de cloroformo frío a cada tubo. Se vortexearon las muestras durante 
15 segundos y se dejaron en reposo durante tres minutos a temperatura ambiente. 
Posteriormente se centrifugaron los tubos a 20130 x g durante 15 minutos a 4°C 
(Eppendorf centrifugue 5804 R), y se transfirió la fase acuosa (sobrenadante) a un tubo 
limpio con 500 µL de isopropanol frío. Los tubos fueron incubados a temperatura 
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ambiente, y se centrifugaron a 20130 x g por 15 minutos a 4°C. Se eliminó el 
sobrenadante de cada tubo, y se lavó el pellet con 1 mL de etanol 75% v/v frío (preparado 
con agua DEPC), y se vortexearon las muestras para luego centrifugar a 14000 x g por 5 
minutos a 4°C. Se eliminó el etanol, y se dejó secando durante 30 minutos. Finalmente, 
el ARN fue resuspendido en 30 µL de agua DEPC autoclavada. 
8.3.2. Cuantificación, pureza e integridad de ARN extraído. 
Para cuantificar la cantidad total de ARN extraído se utilizó el espectrofotómetro 
UV-Vis de microplacas EPOCH, utilizando la placa multi-volumen Take 3. Para ello se 
agregó como blanco 2 µL de agua DEPC, y por cada posillo 2 µL de ARN total 
obteniéndose los datos de pureza (razón 260/280 nm) y concentración (ng/µL) utilizando 
el programa de análisis de datos Gen5. Posteriormente se realizaron los cálculos 
necesarios para poder cargar una concentración final de 1 µg de ARN total a un gel de 
agarosa al 1% p/v en buffer TAE 1X teñido con SYBR® Safe DNA Gel Strain. Se realizó 
una electroforesis a 70 mV durante 50 minutos para observar integridad de ARN 
ribosomal en el transiluminador UV por medio de la observación de las bandas 
correspondientes a las subunidades 28S y 18S. 
Luego de haber confirmado la integridad de ARN extraído, se realizó una digestión de 
ADN genómico utilizando el kit DNase I, amplification grade, Invitrogen ™. Para ello, se 
utilizó 1 µg de ARN extraído por cada planta de álamo (tres plantas por línea transgénica), 
y se agregó 1 µL de buffer 10X de reacción de DNAsa, 1 µL de DNAsa I y se aforó hasta 
10 µL con agua DEPC. Se incubó a 37°C por 75 minutos y luego se agregó 1 µL de EDTA 
50 mM a cada tubo, y se incubó a 65°C por 10 minutos para detener la reacción. 
Nuevamente se cargó 1 µg de ARN tratado con DNAsa para observar integridad de ARN 
después de tratamiento con digestión con DNAsa en un gel de agarosa al 1% p/v en 
buffer TAE1X teñido con SYBR® Safe DNA Gel Strain. 
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8.3.3. Síntesis de ADN complementario.  
Luego de haber realizado la digestión de ADN genómico en las extracciones de 
ARN de plantas de álamos, se realizó la síntesis de ADN complementario (ADNc) 
mediante la transcriptasa reversa utilizando el kit Superscript™ II Reverse transcriptase 
(Invitrogen ™), para ello, a los 11 µL de volumen anterior final de la digestión, se agregó 
1 µL de oligos (dT) 12-18  Primers (Invitrogen ™), 1 µL de dNTPs, y se incubaron los tubos 
a 65°C por 5 minutos y se traspasaron de inmediato a hielo. Posteriormente se agregó a 
cada tubo 4 µL de buffer 5X First-strand buffer, 2 µL de DTT 0,1 M, y 1 µL de RNasa out. 
Se incubó a 42°C por dos minutos y luego se agregó 1 µL de enzima Superscript II, 
mezclando todo el mix con la micropipeta. Se incubaron todos los tubos a 42°C por una 
hora, y posteriormente se inactivó la reacción a 70°C por 15 minutos. Todos los ADNc se 
diluyeron en 1:10, 5 µL de ADNc stock en 45 µL de agua miliq. 
 
8.3.4. Reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa 
(RT-PCR). Selección de partidores específicos para la detección de 
líneas transgénicas sobreexpresoras de EgNHX1 y líneas 
transgénicas sobreexpresoras de EgVP1. 
 
Con la obtención de los ADN complementarios se realizó un PCR para la detección 
y selección de plantas transgénicas sobreexpresoras del gen EgNHX1 como también de 
plantas transgénicas sobreexpresoras del gen EgVP1. Para ello, se utilizaron partidores 
específicos para las secuencias de EgNHX1 y EgVP1 respectivamente.  
Los partidores fueron seleccionados a partir de las secuencias específicas de la librería 
de cADN obtenidas por Rasmussen S y cols., 2008, comparándolas con la base de datos 
de Populus alba x Populus tremula, utilizando el programa Clustal Omega 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), para evitar la amplificación de NHX1 y VP1 
endógenas de álamos. Además, como control de carga se utilizaron partidores 
específicos para histona 2 de Populus alba x Populus tremula. Los partidores fueron 
analizados con el programa primer 3 (http://primer3.ut.ee/), para determinar tamaño de 
partidor, tamaño de amplicon, porcentaje de GC y temperatura de alineamiento. 
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Posteriormente los partidores candidatos fueron analizados por el programa 
OligoAnalizer (http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/), para 
determinar la posible formación de estructuras secundarias, autodimerización, 
heterodimerización, y estructuras de hairpinloop. Luego se realizó una emulación de PCR 
utilizando el programa AmpliFX para confirmar la amplificación de EgNHX1 y EgVP1.  
Finalmente, los partidores fueron sintetizados por la empresa Integrated DNA 
Technologies (IDT) y se muestran en la Tabla 5. 
Nombre del partidor Secuencia Tm (°C) 
EgNHX1 forward 5’gtttggggaaggagttgtga3’ 54 
EgNHX1 reverse 5’atcatcaacgcgacttccc3’ 54 
EgVP1 forward 5’agagtgaaccctgcacttac3’ 53 
EgVP1 reverse 5’gtatatgccaccaccaactc3’ 52 
H2A forward 5’ gtatccaccggcatctaaag3’ 52 
H2A reverse 5’gagacttgtgaatgtgaggg3’ 52 
 
Tabla 5. Información de los partidores seleccionados para la detección de las líneas 
transgénicas sobreexpresoras de EgNHX1, líneas transgénicas sobreexpresoras 
de EgVP1 e histona 2 (H2A) de Populus alba x Populus tremula. Los partidores fueron 
rotulados con el nombre de unión especifico (EgNHX1, EgVP1 e histona), además del 
sentido a amplificar (forward y reverse). Los partidores seleccionados poseen una 
longitud entre 19-22 pb y amplifican regiones cortas entre 200 a 400 pb. Además, la   
temperatura de alineamiento entre los partidores varía entre 52 y 54°C. 
 
8.3.5. Selección de líneas transgénicas sobreexpresores de EgNHX1 y 
EgVP1 mediante RT-PCR. 
 
Se realizaron mix de PCR para cada reacción de EgNHX1, EgVP1 e histona 
utilizando Go taq ® Green Master Mix. Para cada reacción de RT-PCR, se utilizó 5 µL de 
Go taq ® Green Master Mix, 4,1 µL de H2O mili q, 0,2 µL de partidor EgNHX1 Forward 
(10 mM), 0,2 µL de partidor EgNHX1 Reverse (10 mM) y 0,5 µL de ADNc (1:10). Como 
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control positivo para EgNHX1, se utilizó el vector pgWB2 con la secuencia de EgNHX1 
mencionado con anterioridad. Posteriormente se realizó PCR en termociclador “Arquimed 
Termocycler Eppendorf”, utilizando la siguiente configuración de los ciclos, denaturación 
inicial 96°C por 300 segundos, 33 ciclos que comprenden denaturación 96°C por 10 
segundos, alineamiento 54°C por 5 segundos, extensión 72°C por 30 segundos, y un 
ciclo de extensión final de 72°C por 300 segundos. Como control de carga se utilizó 
histona 2 (H2A), del cual se utilizó como mix de PCR 5 µL de Go taq ® Green Master Mix, 
4,1 µL de H2O mili q, 0,2 µL de partidor H2A Forward (10mM), 0,2 µL de partidor H2A 
Reverse (10 mM) y 0,5 µL de ADNc (1:10). Como control negativo se utilizó un pool de 
RNA extraído realizando el mismo protocolo de síntesis de ADNc pero sin transcriptasa 
reversa el cual se denominó -RT (ARNm no sintetizado como ADNc). Se realizó PCR con 
la misma configuración para amplificar EgNHX1.  Al igual que la amplificación de 
EgNHX1, se realizó un RT-PCR y electroforesis con EgVP1 utilizando el mismo mix de 
reacción, variando solamente los partidores EgVP1 forward y EgVP1 reverse 
respectivamente, con su respectivo control de carga con H2A y control negativo -RT  e 
igual configuración de PCR de EgNHX1. 
8.4. Traspaso a tierra de plantas de álamos silvestres (717-1B4), EgNHX1 y 
EgVP1. 
 
Una vez seleccionadas las líneas transgénicas que sobreexpresan de mejor 
manera EgNHX1, y EgVP1 mantenidas en cultivo in vitro, se traspasaron las plantas de 
álamo a tierra (sustratro Top Crop, 60% coco, 25% Turba, 10% Humus, y 5% Perlita). En 
la tabla 4 se detallan las plantas que fueron mantenidas in vivo. 
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N° de plantas Genotipo 
9 717-1B4 
9 EgNHX1 B1 
9 EgNHX1 B3 
9 EgVP1 B2 
9 EgVP1 B3 
 
Tabla 6. Información de las plantas traspasadas a tierra desde la cámara de 
fotoperiodo in vitro. Se traspasaron a tierra nueve Plantas 717-1B4 (Populus alba x 
Populus tremula silvestres), nueve plantas para cada línea transgénica de EgNHX1, y 
nueve plantas para cada línea transgénica EgVP1. Todas las plantas traspasadas a tierra 
poseían cuatro meses de maduración en cultivo in vitro. Las plantas se dejaron creciendo 
durante tres meses (hasta alcanzar 27 ± 4 cm de altura) en invernadero, a una 
temperatura de 20 ± 2°C, con una humedad relativa de 65% a una densidad de flujo de 
fotones fotosintéticos 490 µE m-2s-1, en un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de 
oscuridad. Las plantas fueron regadas con agua potable cada cuatro días durante tres 
meses. 
 
8.5. Estrés abiótico (salinidad y sequía). 
 
Una vez crecidas las plantas al tamaño de 27 ± 4 cm, fueron separadas en tres 
grupos diferentes las que se denominaron grupo control, grupo estrés hídrico y grupo 
estrés salino. La distribución de las plantas se realizó tal como lo ilustra la tabla 7. 
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N° de plantas Grupo Control Grupo Estrés Hídrico Grupo Estrés salino 
3 717-1B4 717-1B4 717-1B4 
3 EgNHX1 B1 EgNHX1 B1 EgNHX1 B1 
3 EgNHX1 B3 EgNHX1 B3 EgNHX1 B3 
3 EgVP1 B2 EgVP1 B2 EgVP1 B2 
3 EgVP1 B3 EgVP1 B3 EgVP1 B3 
 
Tabla 7. Distribución de poblaciones de plantas de álamos para el diseño 
experimental de estrés abiótico. Se separaron las plantas de álamos en tres 
poblaciones diferentes, las cuales se denominaron grupo control, grupo estrés hídrico y 
grupo estrés salino. Para ello en cada grupo de plantas, se distribuyeron tres plantas de 
álamos silvestres (717-1B4), tres plantas de álamos EgNHX1 B1 y EgNHX1 B3 
(diferentes líneas transgénicas sobreexpresoras de EgNHX1), y finalmente tres plantas 
de álamos EgVP1 B2 y EgVP1 B3 (diferentes líneas transgénicas sobreexpresoras de 
EgVP1). Por lo que cada grupo contó con una población final de 15 plantas de álamos.   
A cada grupo de plantas de álamos se les realizó un último riego con agua potable, 
y posteriormente a cada grupo de plantas se les indujo diferentes tratamientos en un 
periodo total de 20 días. El grupo control fue sometido a riegos con agua potable cada 
cuatro días durante 20 días, el grupo estrés hídrico fue sometido a sequía en un tiempo 
de 20 días y finalmente el grupo estrés salino, fue regado cada cuatro días con soluciones 
de concentraciones crecientes de NaCl durante 20 días. En la tabla 8 se detalla los 
diferentes tratamientos realizados para cada grupo. 
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Día Grupo control Grupo estrés hídrico Grupo estrés salino 
Tratamiento 0 Agua potable Agua Potable Agua Potable 
Tratamiento 4 Agua potable Sin agua 75 mM NaCl 
Tratamiento 8 Agua potable Sin agua 100 mM NaCl 
Tratamiento 12 Agua potable Sin agua 150 mM NaCl 
Tratamiento 16 Agua potable Sin agua 200 mM NaCl 
Tratamiento 20 Agua potable Sin agua 250 mM NaCl 
 
Tabla 8. Tratamientos de estrés abiótico inducidos a cada grupo de plantas álamos.  
La población de plantas de álamos en el grupo control se les realizó riegos de 70 mL de 
agua potable cada cuatro días durante 20 días. La población de plantas de álamos en el 
grupo estrés hídrico se les privó de agua durante un tiempo de 20 días (tratamiento de 
sequía). Finalmente, la población de plantas de álamos en el grupo estrés salino fue 
sometido a riegos de 70 mL de soluciones de concentraciones crecientes de NaCl (75 
mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM y 250 mM de NaCl, preparada con agua potable), cada 
cuatro días durante un tiempo de 20 días. 
 
8.6. Medición de características fenotípicas. 
 
Durante la fase experimental a cada planta de álamo, tanto del grupo control, grupo 
estrés hídrico y grupo estrés salino, se le realizó un análisis de carácter fenotípico cada 
cuatro días durante 20 días. Para ello se midió el tamaño de la planta, número de hojas, 
y sobrevivencia. Para la determinación de sobrevivencia a todas las plantas se les realizó 
un corte en el tallo a 10 cm de altura sobre la tierra. Posteriormente a cada planta se les 
realizó tres lavados con 1 litro de agua potable, dejando escurrir el agua en el macetero 
y finalmente regadas con agua cada cuatro días. Aquellos álamos con nuevos brotes a 
los 14 días post estrés, se denominaron sobrevivientes tal como lo definieron Yang y 
cols., 2015. 
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8.7. Medición de aspectos fisiológicos. 
8.7.1. Cuantificación de daño por peroxidación lipídica por 
malondialheído (MDA). 
 
 El malondialdehído (MDA) es un producto de lipoperoxidación generado por 
especies reactivas de oxígeno (ERO) que son generados en las plantas en condiciones 
de estrés. Cuando los agentes reductores tales como catalasas, superóxido dismutasa, 
glutatión peroxidasa entre otros no son capaces de reducir grandes cantidades de EROs, 
éstos dañan la membrana plasmática de las células (compuestas generalmente de 
lípidos) causando la formación MDA. Éste producto se puede medir y cuantificar 
espectrofotométricamente por la unión del complejo MDA-ácido tiobarbitúrico. Para 
realizar este protocolo se preparó 500 mL de la solución TBARS tal como lo describe Lori 
y cols., 2012 pero con algunas modificaciones: 75 g de ácido tricloroacético, 1,85 g de 
ácido tiobarbitúrico, 10,38 mL de HCl al 37%, y 0,05 g de butilhidroxitolueno, aforando a 
500 mL con agua mili q. A cada planta de cada grupo se le extrajo 0.1g de hoja nueva y 
0.1 g de hoja madura no senescente en dos tubos Eppendorf de 2 mL  independientes 
en un intervalo de cuatro días después de 48 horas de tratamiento, agregándose 1 mL 
del reactivo TBARS para homogenizar las muestras con la ayuda de un Dremel. 
Posteriormente se incubaron los tubos a 90°C por treinta minutos, y se pasaron a hielo. 
Las muestras fueron centrifugadas a 12100 x g por 15 minutos y se transfirió la fase 
acuosa a una placa multi volumen take3. El blanco se realizó con el mismo procedimiento, 
pero sin tejido vegetal. Se midió absorbancia a λ1 = 532 nm y λ2 = 600 nm y se calculó la 
concentración de nanomoles de MDA/peso fresco (gPF) a partir de la siguiente ecuación:  
 
nmol MDA   (A532 – A600)x mmol  106 nmol       1 mL 
   ------------- = ---------------------------x ------------ x------------- 
     gPF  1.55 x105 mL     1 mmol  0,1 gPF 
  
 
Dónde se calculó la concentración de MDA a partir del coeficiente de extinción molar 
(1,55 105 M-lcm-1) empleando la ley de Lambert-Beer tal como lo describe Lori y cols., 
2012. 
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8.7.2. Medición de Fuga electrolítica. 
Para determinar si las plantas se encuentran estresadas debido a los tratamientos 
con estrés salino y estrés hídrico a nivel de membrana, se midió fuga electrolítica en las 
hojas de álamos de los diferentes grupos. Para ello, se realizaron mediciones cada cuatro 
días después de 48 horas de aplicado el tratamiento, utilizando para cada una hoja nueva 
(zona superior), y hoja madura no senescente (zona media) tal como lo describe Zawaski 
y cols., 2014 con algunas modificaciones. Se extrajo una muestra de hoja de tamaño 3 
mm2 que fue lavada en agua mili q, y posteriormente incubada en 1.5 mL de agua mili q 
por 9 horas. Transcurrido el tiempo de equilibrio, se realizó la medición de conductividad 
utilizando el conductivímetro Orion Star ™ A212 de Thermo Scientific, a la cual se le 
denominó conductividad Inicial (Ci). Para normalizar los tamaños de los diferentes tejidos, 
es que los valores se expresaron para su posterior gráfico en porcentaje de fuga 
electrolítica, siendo el 100% la conductividad obtenida tras hervir a 100°C el tejido durante 
30 minutos (dejando enfriar las muestras hasta temperatura ambiente), a la que se le 
denominó conductividad final (Cf). Finalmente, los datos fueron graficados en función de 
la siguiente ecuación 
Conductividad inicial                                                                  
--------------------------- X 100 = %Fuga electrolítica. 
Conductividad final 
 
8.7.3. Análisis de fluorescencia de la clorofila α.  
Al igual que la formación de MDA y la fuga electrolítica, otro parámetro fisiológico 
afectado por la salinidad y sequía en álamos es la fotosíntesis. Para ello, se midió el 
rendimiento cuántico de la fluorescencia del fotosistema II, utilizando la herramienta 
Fluorpen FP 100 Photon System Instrument ™ tal como lo describe Timm y cols., 2016 
pero con modificaciones. Las mediciones se realizaron 24 horas post tratamiento en una 
hoja de álamo nueva (hoja nueva de zona superior) y una hoja madura (hoja madura de 
zona media y no senescente) sometida a oscuridad por 30 minutos con papel aluminio y 
papel oscuro (para cada planta de cada grupo). Se calculó la eficiencia fotoquímica 
máxima (Fv/Fm) en la excitación del fotosistema II (PSII) mediante las siguientes 
determinaciones de florescencia mínima (F0), máxima (Fm), y variable  
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(Fv =  Fm - F0). Aquellas plantas que estén en el rango de Fv/Fm = 0.79 - 0.84 se 
denominaron plantas no estresadas; sin embargo, valores mayores y menores a este 
rango indicaron estrés, tal como lo describe Timm y cols., 2016.  
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9. Resultados.  
 
9.1. Confirmación de plantas de álamos transgénicas. 
 
9.1.1. Confirmación de plantas de álamos transgénicas EgNHX1 
mediante la reacción en cadena de la polimerasa. 
  
Para amplificar únicamente un segmento de la secuencia EgNHX1 propia de E. 
globulus, se realizarón análisis bioinformáticos, haciendo comparaciones entre las 
secuencias genómicas del antiporter Na+/H+ endógeno de Populus silvestre y E. globulus 
utilizando los programas “primer3, idtdna OligoAnalyzer y Amplifix” seleccionando 
partidores específicos. Para comprobar que efectivamente existe una amplificación 
correspondiente a esta secuencia de E. globulus es que se realizaron cuatro controles al 
momento de realizar el PCR. En primer lugar, se purificó el ADN plasmidial del vector 
pGWB2/EgNHX1, el cual fue transformado previamente en el laboratorio manteniéndose 
almacenado en glicerol stock. El ADN del vector se utilizó como templado para el control 
positivo en todas las reacciones de PCR y RT-PCR posteriores. En segundo lugar, se 
utilizó como control negativo el mismo mix de reacción para amplificar EgNHX1 pero sin 
utilizar templado para la reacción. Como tercer control, y también negativo, se realizó 
PCR utilizando como templado el ADN genómico de álamo silvestre el cual carece de la 
secuencia EgNHX1. Finalmente, como cuarto control, se realizaron PCRs utilizando 
partidores específicos para actina de álamo lo que permite confirmar la integridad de ADN 
extraído para cada muestra. De 104 plantas in vitro registradas como EgNHX1, se 
confirmaron 93 plantas que efectivamente poseían el gen de EgNHX1. En la figura 2 se 
representa un ejemplo de cómo se obtuvieron los resultados. 
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Figura 2. Confirmación de plantas transgénicas 35::EgNHX1. Bandas de 
amplificación para confirmación de plantas de álamos transgénicas con 35S::EgNHX1. 
Gel de agarosa 1% p/v teñido con SYBR® Safe DNA: ST: Estandar de tamaño molecular 
(1 kb plus), control (-): reacción de PCR sin templado; 717-1B4: reacción de PCR 
utilizando como templado ADN genómico de álamo silvestre; pGWB2 EgNHX1: reacción 
de PCR utilizando como ADN de templado el vector pGWB2/EgNHX1 con la construcción 
de EgNHX1. A (1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9; 10; 11 y 12): diferentes plantas registradas in vitro 
como EgNHX1. Como control de carga se realizó PCR para amplificar actina de álamo 
silvestre. La casilla indica el tamaño molecular del amplicon de 35S::EgNHX1 y actina 
(385 pb y 157 pb respectivamente).  
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9.1.2. Confirmación de plantas de álamos transgénicas EgVP1 mediante 
la reacción en cadena de la polimerasa. 
 
De igual manera que para la detección y amplificación de EgNHX1, se realizaron 
comparaciones entre las secuencias genómicas de la pirofosfatasa vacuolar endógena 
de Populus silvestre y E. globulus utilizando los mismos programas. Se seleccionaron 
partidores específicos para amplificar únicamente un segmento de la secuencia EgVP1 
propia de E. globulus. Posteriormente utilizando el mismo criterio para amplificar 
EgNHX1, se tomaron en consideraciones utilizar los mismos controles. En este caso para 
el primer control se purificó el vector pGWB2/ EgVP1, el cual también fue transformado 
previamente en el laboratorio manteniéndose almacenado en glicerol stock. De un total 
de 93 plantas registradas como EgVP1, 71 plantas fueron confirmadas como EgVP1. En 
la figura 3 se observa un ejemplo de la obtención de resultados. 
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Figura 3. Confirmación de plantas transgénicas 35::EgVP1. Bandas de amplificación 
para confirmación de plantas de álamos transgénicas con 35S::EgVP1. Gel de agarosa 
1% p/v teñido con SYBR® Safe DNA. ST: Estandar de tamaño molecular (1 kb plus), 
Control (-): reacción de PCR sin templado; 717-1B4: reacción de PCR utilizando como 
templado ADN genómico de álamo silvestre; pGWB2 EgVP1: reacción de PCR utilizando 
como ADN de templado el vector pGWB2/EgVP1 con la construcción de EgVP1.  H (1; 
2; 3; 4; 5; 6; 8; 9 y 10) indican diferentes plantas de una linea transgénicas registradas 
como EgVP1. I (1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9; 10 y 11): diferentes plantas registradas in vitro 
como una diferente línea transgénica de EgVP1. Como control de carga se realizó PCR 
para amplificar actina de Populus alba x Populus tremula. La casilla indica el tamaño 
molecular del amplicon de 35S::EgVP1 y actina (457 pb y 157 pb respectivamente). 
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9.2. Integridad de ARN extraído de álamos transgénicos confirmados. 
 Luego de la confirmación de 93 plantas transgénicas EgNHX1 (7 líneas 
transgénicas independientes) y 71 plantas EgVP1 (6 líneas transgénicas 
independientes), se consideraron tres plantas para cada línea transgénica (EgNHX1 o 
EgVP1) a las que se les realizó extracción de ARN a partir de hoja, con el fin de sintetizar 
ADNc para seleccionar líneas que sobreexpresen en mayor cantidad estos genes. Las 
muestras de ARN se cuantificaron en el equipo de multiplacas EPOCH y se realizó una 
electroforesis cargando 1 µg de ARN visualizando la integridad de éste mediante la 
observación de las bandas de las sub unidades ribosomales 28S y 18S. En la figura 4 se 
observa un ejemplo de la visualización de las bandas ribosomales. 
 
 
 
Figura 4. Integridad de ARN extraído en plantas de álamos transgénicos 
confirmados. Visualización de las bandas correspondientes a las sub unidades 28S y 
18S del ARN ribosomal de álamos transgénicos. Gel de agarosa 2% p/v teñido con 
SYBR®. A (1, 2 y 3); B (1, 2 y 3); C (1, 2 y 3), D (1, 2 y 3) y F (1, 2 y 3) corresponden a 
diferentes plantas de las líneas transgénicas EgNHX1 A2, EgNHX1 B1, EgNHX1 B3, 
EgNHX1 B4 y EgNHX1 F1 respectivamente. A cada carril se cargó 1 µg de ARN en un 
volumen final de 10 µL.  
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9.3. Reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa. 
 
9.3.1. Selección de líneas transgénicas sobreexpresoras de EgNHX1. 
 
Una vez obtenido el ARN, se realizó un RT-PCR para analizar los perfiles de 
expresión de las líneas transgénicas que sobreexpresan el antiporter Na+/H+ de E. 
globulus.  Para ello se sintetizaron partidores específicos para regiones codificantes del 
gen EgNHX1, utilizando los programas mencionados con anterioridad. Los controles se 
realizaron como se expresó en materiales y métodos (8.3.5). Las líneas transgénicas 
seleccionadas fueron EgNHX1 B1 y EgNHX1 B3 (B y C respectivamente de la figura 5). 
Las líneas EgNHX1 B4 y EgNHX1 F3 (D y F respectivamente) aunque hayan expresado 
de gran manera EgNHX1 fueron descartadas debido a la baja cantidad de plantas in vitro 
disponibles. 
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Figura 5. RT-PCR para análisis de expresión génica en diferentes líneas 
transgénicas de álamos EgNHX1. Análisis comparativo de expresión génica para las 
diferentes líneas transgénicas EgNHX1. Gel de agarosa 1% p/v teñido con SYBR® Safe 
DNA. ST: Estandar de tamaño molecular (Generuler 50 bp). Control (-RT): Pool de ARN 
de plantas EgNHX1, tratadas sin transcriptasa reversa. pGWB2 EgNHX1: Control positivo 
del ADN del plásmido pGWB2 con la construcción EgNHX1. A, B C, D, E, F y H 
corresponden a las líneas transgénicas EgNHX1 A2, EgNHX1 B1, EgNHX1 B3, EgNHX1 
B4, EgNHX1 F1, EgNHX1 F3 y EgNHX1 F4 respectivamente. Como control de carga se 
utilizó histona 2 de álamo silvestre. Para cada carril se cargó el producto PCR completo 
(10 µL). Rectángulos rojos indican líneas transgénicas seleccionadas. 
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9.3.2. Selección de líneas transgénicas sobreexpresoras de EgVP1. 
 
De igual manera que con EgNHX1 se realizó la medición de integridad y pureza 
de EgVP1 como también la síntesis de partidores específicos para las regiones 
codificantes de la pirofosfatasa vacuolar de E. globulus. En el gel se cargaron las 
muestras completas de producto de PCRs (10 µL) como se observa en la figura 6. Se 
realizó el mismo criterio de controles y carga en el gel que fue utilizado por EgNHX1. Las 
líneas transgénicas seleccionadas fueron: EgVP1 B2 y EgVP1 B3 (I y J respectivamente). 
La línea transgénica EgVP1 H1 (N) se descartó por la escasa cantidad de álamos in vitro 
disponibles. 
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Figura 6. RT-PCR para análisis de expresión génica en diferentes líneas 
transgénicas de álamos EgVP1. Análisis comparativo de expresión génica para las 
diferentes líneas transgénicas EgVP1. Gel de agarosa 1% p/v teñido con SYBR® Safe 
DNA. ST: Estandar de tamaño molecular (Generuler 50 bp). Control (-RT): Pool de ARN 
de plantas EgNHX1, tratadas sin transcriptasa reversa. pGWB2 EgVP1: Control positivo 
del plásmido pGWB2 con la construcción EgVP1. H, I, J, K, L y N corresponden a las 
líneas transgénicas EgVP1 B1, EgVP1 B2, EgVP1 B3, EgVP1 C4, EgVP1 A1 y EgVP1 
H1 respectivamente. Como control de carga se utilizó histona 2 de álamo silvestre.  Para 
cada carril se cargó el producto PCR completo (10 µL). Rectángulos rojos indican líneas 
transgénicas seleccionadas. 
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9.4. Traspaso a tierra de plantas de álamos. 
Una vez seleccionadas las líneas transgénicas que sobreexpresaban de mejor 
manera EgNHX1 y EgVP1, se traspasaron a tierra nueve plantas por cada línea 
transgénica, como también nueve plantas de álamos silvestres. Todas las plantas 
traspasadas se dejaron en invernadero durante tres meses, regándolas con agua potable 
cada cuatro días (figura 7). Luego de haber alcanzado un tamaño de 27 ± 4 cm, fueron 
separadas en tres grupos: grupo control, grupo estrés hídrico y estrés salino siendo 
tratadas con diferentes tipos de estrés (Tabla 7 y Tabla 8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Plantas de álamos traspasados a tierra. Todas las plantas fueron mantenidas 
en invernadero durante tres meses a una temperatura de 20 ± 2°C con una humedad 
relativa de 65% con flujo de fotones fotosintéticos de 490 µE m-2S-1 en un fotoperiodo de 
16 horas luz y 8 horas de oscuridad. Las plantas fueron mantenidas hasta alcanzar una 
altura de 27 ± 4 cm. 
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9.5. Análisis y mediciones fenotípicas de álamos sometidos a estrés abiótico. 
 Durante el periodo experimental, a todas las plantas de cada grupo se les realizó 
un análisis fenotípico, midiendo el tamaño de cada planta (desde el tallo hasta la última 
hoja), y conteo de hojas totales por plantas (las hojas senescentes fueron omitidas en 
este paso). En la figura 8, en el gráfico B se observa que las plantas silvestres de álamo 
disminuyen de manera significativa su tamaño al ser sometidas a 20 días de sequía, no 
así las plantas transgénicas, específicamente las líneas EgNHX1 B1 y EgVP1 B3. Por 
otro lado las plantas sometidas a estrés salino (figura 8 C), tanto los álamos silvestres 
como transgénicos no exhiben diferencias significativas en el tamaño al ser sometidas a 
250 mM de NaCl. Finalmente, se puede observar que el número de hojas tanto en estrés 
hídrico como salino (figura 8 E y F) disminuyen pero que no poseen diferencias 
significativas al ser comparadas con ellas mismas en el tiempo cero  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Análisis fenotípicos de plantas sometidas a estrés abiótico. Barras indican 
el promedio de tres plantas por cada genotipo con su respectiva desviación estándar, 
* 
A) B) C) 
D) E) F) 
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donde barra de color negro (izquierda) indica plantas de álamo en su respectivo 
tratamiento al tiempo cero y barra blanca con puntos (derecha) indica las mismas plantas 
al tiempo final del tratamiento. A: tamaño de plantas del grupo control, B: tamaño de 
plantas del grupo estrés hídrico, C: tamaño de plantas del grupo estrés salino, D: número 
de hojas grupo control, E: número de hojas grupo estrés hídrico, y F: número de hojas 
grupo estrés salino. Las diferencias significativas están representadas con * utilizando un 
p < 0.05 en test de ANOVA. 
Además, estas plantas de álamos en el transcurso experimental fueron fotografiadas 
cada cuatro días, después de tres días post tratamiento (figura 9-11). Los datos fueron 
obtenidos desde el tiempo cero, sin embargo, se muestran los resultados del tiempo 0, 
12, y 20 días, ya que no existen diferencias en las primeras fechas con tratamientos de 
estrés abiótico. En la figura 9, se puede observar que todas las plantas de álamos, en 
todos sus genotipos, se encuentran sanas, sin presentar algún tipo de estrés, sin 
embargo, en la figura 10, se puede observar que las plantas de álamos silvestres y las 
plantas EgVP1 B2, tanto en estrés hídrico y estrés salino presentan anomalías en su 
morfología, específicamente deshidratación en las hojas y quemaduras respectivamente 
para cada estrés. Finalmente, estas plantas presentan el mismo efecto, pero a mayor 
escala cuando son tratadas con sequía durante 20 días, y riegos con 250 mM de NaCl 
(figura 11). Las plantas EgNHX1 B1 y EgVP1 se mantienen sanas durante los diferentes 
tratamientos de estrés abiótico, presentando un fenotipo aparentemente de tolerancia a 
estrés. 
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Control                     E. Hídrico                    E. Salino    Control                E. Hídrico              E. Salino 
A) 
B) 
Control                        E. Hídrico                 E. Salino Control                    E. Hídrico               E. Salino 
C) 
Control                     E. Hídrico                  
       Control                     E. Hídrico                 E. Salino 
Control                       E. Hídrico                       E. Salino 
 Control                  E. Hídrico              E. Salino 
D) 
       Control                E. Hídrico             E. Salino 
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Figura 9. Análisis fenotípicos de plantas de álamos al tiempo cero. Se tomaron 
registros fotográficos de las diferentes plantas de álamos de cada grupo. Para ello se 
escogieron al azar dos plantas de álamos del mismo genotipo, comparándolas con las 
diferentes plantas de cada grupo de igual genotipo. A) Álamos silvestres, de izquierda a 
derecha, grupo estrés y grupo estrés salino. Foto de izquierda corresponde al fenotipo en 
orientación frontal, y foto derecha a iguales plantas, pero en orientación vertical. Se utilizó 
el mismo criterio para las fotos B, C, D y E. B) Plantas EgNHX1 B1. C) Plantas EgNHX1 
B3. D) Plantas EgVP1 B2, y E) plantas EgVP1 B3. Todas las imágenes representan el 
tiempo cero, siendo todas tratadas con agua potable. 
 
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Control                      E. Hídrico                   E. Salino Control                  E. Hídrico             E. Salino 
E) 
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A) 
     Control                      E. Hídrico                E. Salino             Control            E. Hídrico                E. Salino 
B) 
       Control                  E. Hídrico               E. Salino                Control            E. Hídrico            E. Salino 
C) 
            Control                    E. Hídrico                   E. Salino       Control                 E. Hídrico                E. Salino 
D) 
          Control                      E. Hídrico                   E. Salino         Control                      E. Hídrico            E. Salino 
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Figura 10. Análisis fenotípicos de plantas de álamos al tiempo 12 días de 
tratamiento. Mediciones fenotípicas a todas las plantas de álamos del mismo genotipo y 
diferentes grupos al tiempo de 12 días. A) Álamos silvestres.  B) Plantas EgNHX1 B1. C) 
Plantas EgNHX1 B3. D) Plantas EgVP1 B2, y E) plantas EgVP1 B3. Todas las imágenes 
representan el tiempo de 12 días, siendo el grupo control tratado con agua potable, grupo 
estrés hídrico con 12 días de sequía, y finalmente grupo estrés salino regadas con 150 
mM de NaCl. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
E) 
     Control                       E. Hídrico                     E. Salino      Control                  E. Hídrico               E. Salino 
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A) 
                        Control                       E. Hídrico                E. Salino                 Control                    E. Hídrico                 E. Salino 
B) 
                Control                          E. Hídrico                  E. Salino                 Control                        E. Hídrico                E. Salino 
C) 
                Control                          E. Hídrico                    E. Salino                 Control                      E. Hídrico              E. Salino 
D) 
                Control                              E. Hídrico             E. Salino                       Control                   E. Hídrico            E. Salino 
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Figura 11. Análisis fenotípicos de plantas de álamos al tiempo 20 días de 
tratamiento. Mediciones fenotípicas a todas las plantas de álamos del mismo genotipo y 
diferentes grupos al tiempo de 20 días. A) Álamos silvestres.  B) Plantas EgNHX1 B1. C) 
Plantas EgNHX1 B3. D) Plantas EgVP1 B2, y E) plantas EgVP1 B3. Todas las imágenes 
representan el tiempo de 20 días, siendo el grupo control tratado con agua potable, grupo 
estrés hídrico con 20 días de sequía, y finalmente grupo estrés salino regadas con 250 
mM de NaCl. 
9.5.1. Análisis fenotípicos: Sobrevivencia 
Finalizado los tratamientos de estrés abiótico, a todas las plantas del grupo control, 
estrés hídrico y estrés salino se les realizaron análisis de sobrevivencia, los que están 
representados en la figura 12 como fotografías, y en la figura 13 como gráficos de % de 
sobrevivencia. Se puede apreciar que las plantas silvestres y EgVP1 B2 en tratamientos 
con sequía y salinidad no sobrevivieron a estos tipos de estrés. Sin embargo, las plantas 
transgénicas EgNHX1 B1 y EgVP1 B3 si toleran estos tratamientos.   
 
 
 
 
 
 
E) 
                 Control                          E. Hídrico                     E. Salino                           Control                   E. Hídrico                 E. Salino 
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Figura 12. Sobrevivencia de álamos sometidos a estrés. Después de 14 días de haber 
sido cortada a cada planta en el tallo a 10 cm de altura sobre la tierra, se realizó la 
medición de sobrevivencia observándose nuevos brotes de hojas en las plantas. Se 
utilizaron las mismas plantas y orden de las figuras 6-9. A) Álamos silvestres. B) Plantas 
EgNHX1 B1. C) Plantas EgNHX1 B3. D) Plantas EgVP1 B2, y E) plantas EgVP1 B3. Las 
flechas amarillas indican nuevos brotes que son poco visibles. Aquellos álamos sin brotes 
y sin flechas amarillas se denominaron plantas muertas.  
 
A) B) 
C) D) 
E) 
                Control                    E. Hídrico             E. Salino                     Control                       E. Hídrico              E. Salino 
                Control                          E. Hídrico         E. Salino                 Control                       E. Hídrico                E. Salino 
                Control                       E. Hídrico                 E. Salino 
 60 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Porcentajes de sobrevivencia en plantas de álamo. Barras muestran los 
diferentes porcentajes de sobrevivencia para cada genotipo de álamos en los tres 
diferentes grupos de estrés abiótico. A: sobrevivencia de plantas del grupo control al 
tiempo de 20 días con agua potable, B: sobrevivencia de plantas del grupo estrés hídrico 
al tiempo de 20 días con sequía, y C: sobrevivencia de plantas del grupo estrés salino al 
ser regadas con 250 mM de NaCl. 
A) 
B) 
C) 
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9.6. Análisis y mediciones fisiológicas de álamos sometidos a estrés 
abiótico. 
En la fase experimental, al igual que las mediciones fenotípicas se realizó 
mediciones fisiológicas en todas las plantas de álamos de los diferentes grupos utilizando 
como tejidos hoja superior (hoja nueva madura), y hoja media (madura no senescente), 
con el objetivo de determinar si existen variaciones entre ambos tejidos de la misma 
planta. Los parámetros fisiológicos que se analizaron fueron: cuantificación de 
malondialdehído (MDA), porcentaje de fuga electrolítica, y cuantificación de fluorescencia 
de la clorofila α. 
 
     9.6.1.  Cuantificación de MDA 
          Ya que se ha reportado que, en el estrés abiótico, tanto en plantas sometidas a 
estrés hídrico como estrés salino, se genera un aumento de ERO el cual en 
concentraciones altas puede dañar la membrana por lipoperoxidación, se realizó una 
cuantificación de MDA en las plantas de álamos con el fin de cuantificar fisiológicamente 
el nivel de estrés para cada genotipo. Esta medición se realizó después de dos días de 
cada tratamiento (riegos con agua potable, sequía y riego con soluciones de 
concentración creciente de NaCl), durante toda la etapa experimental. Los resultados al 
tiempo cuatro y ocho días (sequía ocho días y riegos con 75 y 100 mM respectivamente) 
no fueron significativos según el análisis de test de ANOVA, utilizando tres replicas 
técnicas por cada genotipo en cada grupo. Además, las plantas silvestres, y EgVP1 B2 
en el estrés hídrico al día 20 no están representadas porque los valores de los datos no 
eran procesables. Los resultados fueron analizados en la figura 14, donde se observan 
que las plantas silvestres y EgVP1 B2 sometidas a estrés abiótico poseen una mayor 
tasa de MDA, tanto en la hoja superior como en la hoja de zona media al ser comparadas 
con su mismo genotipo en el grupo control, más aún se puede apreciar que en el estrés 
salino existe una mayor acumulación de malondialdehído por parte de todas las plantas. 
Por otro lado, en los álamos EgNHX1 B1 y EgVP1 B3 se observa una menor tasa de 
MDA para ambos tipos de estrés al ser comparadas con su respectivo genotipo en el 
grupo control, demostrando mayor tolerancia a estos tipos de estrés abiótico. 
 62 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Cuantificación de MDA en plantas de álamos sometidos a estrés abiótico. 
Cuantificación de MDA en plantas sometidas a estrés hídrico y salino en nanomoles por 
un gramo de peso fresco. Se realizó la medición en los tiempos 0, 4, 8, 12, 16 y 20 días 
con tratamientos. A): Grupo control con riegos de agua potable, gráfico izquierdo indica 
cuantificación de MDA en hojas de zona superior y gráfico izquierdo cuantificación de 
MDA en hojas de zona media , B): Grupo estrés hídrico con sequía durante 20 días, 
gráfico izquierdo cuantificación de MDA de zona superior, y gráfico derecho, 
A) 
B) 
C) 
* * 
* * * * 
* 
* 
* 
* 
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cuantificación de MDA de zona media, y C): Grupo estrés salino con riegos de soluciones 
de concentraciones crecientes de NaCl (0, 75, 100, 150, 200 y 250 mM NaCl), gráfico 
izquierdo cuantificación de MDA de zona superior, y gráfico derecho, cuantificación de 
MDA de zona media. Los puntos indican el valor promedio por cada genotipo con un n = 
3, y se realizó test de ANOVA con un valor de p = 0.05. Las diferencias significativas 
están representadas con * (sobre dos o tres puntos cercanos, indica que existe diferencia 
significativa para todos aquellos genotipos de plantas).  
 
          9.6.2.  Cuantificación de porcentaje de fuga electrolítica. 
 Al igual que la formación de MDA, existen reportes que indican que las plantas 
sometidas a estrés abiótico, especialmente a falta de agua y salinidad poseen daños en 
la membrana plasmatica, produciéndose una baja tasa de selectividad en la fuga de 
electrolitos. Por esta razón se midió la conductividad en diferentes zonas de hojas (hoja 
superior y hoja media) en las diferentes plantas de álamos de los distintos grupos. Se 
graficaron los datos en función al porcentaje de conductividad inicial, con respecto a la 
conductividad total de la hoja al ser destruida, ya que los tamaños de los tejidos extraídos 
varían entre las plantas. Los resultados al tiempo cuatro y ocho días (sequía ocho días y 
riegos con 75 y 100 mM respectivamente) no fueron significativos según el análisis de 
test de ANOVA, utilizando tres replicas técnicas por cada genotipo en cada grupo. 
Además, las plantas silvestres, y EgVP1 B2 tanto en el grupo estrés hídrico como salino 
en el día 20 no están representadas porque se encontraban muertas (figura 15). Por otro 
lado, se puede observar que las plantas EgNHX1 B1 y EgVP1 B3 toleran de mejor 
manera estos tipos de estrés, al mantener un porcentaje de fuga menor a las plantas 
silvestres sometidas a sequía y salinidad. 
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Figura 15. Cuantificación de porcentaje de fuga electrolítica en plantas de álamos 
sometidos a estrés abiótico. Cuantificación del daño por estrés hídrico y salino en 
función al porcentaje de conductividad µS / cm2 (micro siemens por centímetro cuadrado) 
en plantas de álamos. Se realizó la medición en los tiempos 0, 4, 8, 12, 16 y 20 días de 
tratamientos.  A) Grupo control con riegos de agua potable, gráfico izquierdo indica 
porcentaje de fuga electrolítica en hojas de zona superior y gráfico izquierdo porcentaje 
A) 
B) 
C) 
* * 
* 
* * 
* 
* 
* 
* 
* 
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de fuga electrolítica en hojas de zona media B) Grupo estrés hídrico con sequía durante 
20 días, gráfico izquierdo indica porcentaje de fuga electrolítica en hojas de zona superior 
y gráfico izquierdo porcentaje de fuga electrolítica en hojas de zona media y C) Grupo 
estrés salino con riegos de soluciones de concentraciones crecientes de NaCl (0, 75, 100, 
150, 200 y 250 mM NaCl), gráfico izquierdo indica porcentaje de fuga electrolítica en 
hojas de zona superior y gráfico izquierdo porcentaje de fuga electrolítica en hojas de 
zona media. Los puntos indican el valor promedio por cada genotipo con un n = 3, y se 
realizó test de ANOVA con un valor de p < 0.05. Las diferencias significativas están 
representadas con * (sobre dos o tres puntos cercanos, indica que existe diferencia 
significativa para todos esos genotipos de plantas). 
 
9.6.3.  Cuantificación y análisis de la fluorescencia de la colorofila α. 
 
 Finalmente, al igual que la formación de MDA y la fuga electrolítica, otro parámetro 
fisiológico afectado por la salinidad y sequía en plantas es la fotosíntesis. Se realizaron 
las mediciones en razón al rendimiento cuántico de la fluorescencia del fotosistema II. 
Las mediciones se realizaron 24 horas post tratamiento en una hoja superior y una hoja 
media no senescente. Se calculó la eficiencia fotoquímica máxima (Fv/Fm) en la excitación 
del fotosistema II (PSII), determinando si existe estrés en las plantas bajo los diferentes 
tratamientos. Los datos se graficaron en función al rango Fv/Fm 0.79 – 0.84, donde si las 
plantas poseen mayor o menor valor al señalado, se denominan estresadas. 
 
Los resultados al tiempo cuatro y ocho días (sequía ocho días y riegos con 75 y 100 mM 
respectivamente) no se encuentran representados en la figura 16 ya que no poseen 
diferencias significativas según el análisis de test de ANOVA, utilizando tres replicas 
técnicas por cada genotipo en cada grupo. Además, las plantas silvestres, y EgVP1 B2 
en el grupo estrés hídrico del día 20 no están representadas porque las hojas estaban 
completamente senescentes. Por otro lado se puede observar que todas las plantas se 
encuentran estresadas al tiempo de 16 días de sequía y sometidas a concentraciones de 
200 mM de NaCl. Sin embargo, las plantas transgénicas EgNHX1 B1 y EgVP1 B2, 
mantienen un valor más cercano a 0.79 y 0.84 en la fluorescencia de la clorofila α en 
 66 
 
comparación con las plantas silvestres. Más aun, estas plantas, aunque estén estresadas 
al ser sometidas a 20 días de sequía, y concentraciones de 250 mM de NaCl, mantienen 
valores de fluorescencia de la clorofila α en comparación con las plantas silvestres que 
ya se encontraban muertas. 
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Figura 16. Cuantificación de la fluorescencia de la clorofila α del fotosistema II (PSII) 
en plantas de álamos sometidos a estrés abiótico. Cuantificación del daño por estrés 
hídrico y salino en función a la fluorescencia de la clorofila α en oscuridad en razón a los 
valores Fv/Fm. Se muestran los resultados en los tiempos 0, 12, 16 y 20. Las mediciones 
4 y 8 no están representados por no tener diferencias significativas. Los términos HS y 
* 
* * * 
* 
* * 
* * * * 
* 
* 
* * * * * 
* 
* * * * 
* * 
A) 
B) 
C) 
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HM seguido del nombre de cada genotipo indica hoja superior, y hoja media no 
senescente. Las comparaciones de cada gráfico están en base a las plantas WT y su 
respectiva hoja (HS y HM). A) Grupo control, gráfico izquierdo plantas de álamos 
sometidas a riegos de agua potable al tiempo cero, seguido por los gráficos al tiempo 12, 
16 y 20 días tratadas con igual tratamiento. B) Grupo estrés hídrico, gráfico izquierdo 
indica plantas regadas con agua potable al tiempo cero, seguido por los gráficos al tiempo 
12, 16 y 20 días sometidas a sequía. C) Grupo estrés salino, gráfico izquierdo indica 
plantas de álamos sometidos a riegos con agua potable al tiempo cero, y gráficos a la 
derecha, indican plantas de álamos sometidos a estrés salino a soluciones de 150, 200 
y 250 mM de NaCl. 
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10. Discusión. 
 
10.1. Género Populus como planta modelo en la tolerancia al estrés hídrico y 
salino. 
 El álamo al ser una especie leñosa se ha estudiado como un gran modelo para 
todas plantas arbóreas perennes debido a su distribución mundial, diversidad en 
genotipos, que su genoma está secuenciado y la fácil manipulación genética (Jansson y 
cols., 2007) lo que la hace una gran herramienta para trabajar con especies forestales, 
como lo es E. globulus. Además, el género Populus puede tolerar diferentes tipos de 
estrés abióticos externos, como la baja y alta temperatura además del viento entre otros 
durante su curso de vida (Yang y cols., 2015).  
Anteriormente en nuestro laboratorio, se han estudiado los genes NHX1 y VP1 
provenientes de E. globulus, en plantas transgénicas de A. thaliana, obteniéndose plantas 
con mayor tolerancia al estrés hídrico y salino (Baltierra y cols., 2013; Gamboa y cols., 
2013). Sin embargo, estas plantas poseen una mayor divergencia evolutiva con E. 
globulus, por lo que es muy interesante estudiar y determinar cuál de estos genes 
candidatos le otorga mayor tolerancia al estrés hídrico y salino a las plantas de álamos.  
10.2. Línea transgénica EgVP1 B2 sensible a estrés abiótico. 
 
 Como se observó con anterioridad, tanto en resultados de análisis fenotípicos 
como en resultados fisiológicos de álamos sometidos a estrés abiótico, se pudo 
determinar que la línea transgénica EgVP1 B2 no desarrolló tolerancia, además se 
comportó diferente a las otras plantas transgénicas al sometidas a estrés. Nosotros 
hipotetizamos tres posibles escenarios para responder o explicar este fenotipo. Primero, 
es que la inserción del T-ADN para esta línea transgénica, está afectando o silenciando 
de alguna manera vías o genes que participan en la tolerancia al estrés hídrico y salino 
(Li y cols., 2014). En segundo lugar, se ha descrito que en plantas cuando existen un 
mayor número de copias de la inserción del T-ADN, las plantas generan mecanismos de 
silenciamiento post transcripcionales los cuales alteran el ARNm en su unión con el ARNt, 
la que finalmente no puede sintetizar la proteína como tal (Kruszka y cols., 2012), éste 
efecto podría explicar el por qué las plantas de la línea transgénica EgVP1 B2  a pesar 
de sobreexpresar el gen EgVP1, no esté generando la proteína de tipo bomba. Por otro 
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lado, como tercera opción, se ha descrito que existen mecanismos post traduccionales, 
como por ejemplo moléculas que se pueden unir a una proteína blanco, la cual modifica 
su actividad, localización sub celular y/o acorta su vida media (Romero puertas y cols., 
2013).  
 
10.3. Análisis y mediciones fenotípicas de álamos sometidos a estrés abiótico 
 
10.3.1.  Tamaño y número de hojas 
 
En los diferentes grupos se observaron diferentes fenotipos y variaciones en el 
tamaño y numero de hojas en las plantas, por ejemplo, en plantas control (figura 8 y figura 
9-11 A-E, primera y segunda planta), se observa crecimiento en todas las plantas, ya 
sean silvestres o transgénicas cuando son regadas cada cuatro días con agua potable. 
Sin embargo, el número de hojas varía ya siendo con un aumento o disminución de éstas. 
Este último se debe al desprendimiento de hojas maduras por cada planta durante su 
tiempo de desarrollo vegetativo. Por otro lado, en el grupo estrés hídrico (figura 8 B) se 
puede observar que el crecimiento de las plantas se detiene, e incluso existe una 
disminución del tamaño, específicamente en plantas silvestres y EgVP1 B2. Esto se debe 
a que las plantas al estar sometidas a sequía, a nivel celular, se produce una disminución 
de la turgencia la que afecta el tamaño de la célula, siendo proporcional al organismo de 
éstas (Asada y cols., 1999). En el caso de las plantas silvestres bajo tratamientos de 
sequía (figura 9-11 A tercera y cuarta planta), se puede apreciar una gran diferencia en 
la morfología de la planta en el tiempo 0 y tiempo 20 días. El efecto producido por el 
estrés hídrico en estas plantas se debe a que, en primer lugar, la desecación es una 
pérdida más extensa de agua que conduce a la interrupción parcial o total del 
metabolismo, la estructura celular, y cese de reacciones catalizadas por enzimas (Jaleel 
y cols., 2007). En segundo lugar, la sequía se caracteriza por la reducción del contenido 
de agua en las plantas, por lo que disminuye el potencial hídrico de las hojas dando como 
resultado una disminución en el nivel de turgencia de las células, afectando directamente 
el cierre de estomas, e incluso, si la fotosíntesis es detenida totalmente, se produce la 
muerte de la planta (Jaleel y cols., 2008). Por otro lado, en las plantas transgénicas 
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EgNHX1 B1, EgNHX1 B3 y EgVP1 B3 se observa una disminución en el crecimiento, 
pero, sin embargo, no muestran daños en sus hojas y en su morfología al estar 20 días 
sin agua. Finalmente, en el grupo estrés salino (figura 8 C y F y figura. 9-11 A-E quinta y 
sexta planta), se puede apreciar que las plantas silvestres y EgVP1 B2 se observan 
desprendimientos en las hojas de la zona media, mientras que las hojas más nuevas en 
la zona superior se tornan de un color amarillo.  
Estas anomalías se producen ya que, en primer lugar, uno de los efectos fisiológicos que 
provoca el estrés salino en las plantas es la reducción del crecimiento debido a la 
disminución de la capacidad de absorción de agua de éstas. Este efecto osmótico 
consiste en que altas concentraciones de sales incrementan las fuerzas potenciales que 
retienen al agua en la solución del suelo y hace más difícil la extracción del agua por las 
raíces de la planta, incrementando la energía necesaria para su absorción (Dodd y cols., 
2009). En segundo lugar, como efecto iónico, la toxicidad metabólica del Na+ está 
asociada a perturbaciones en la membrana celular, compitiendo con los canales 
específicos del K+ que es esencial en el metabolismo de la planta (Dood y cols., 2009). 
Además una alta concentración de Na+ desplaza la concentraciones de Ca 2+ en la 
membrana celular de la raíz, alterando la permeabilidad de la membrana, lo que causa 
una salida de K+ de las células, favoreciendo la entrada del Na+ el cual cuando su 
concentración intracelular es alta inhibe el crecimiento de diferentes formas; ya sea 
causando la disminución del contenido de agua en la planta, acumulación de iones en 
concentraciones tóxicas y reducción de la disponibilidad de los nutrientes (Chinnusamy y 
cols., 2006).  
El Cl– por su parte, aun cuando es un elemento esencial para el crecimiento de las 
plantas, puede causar toxicidad cuando su concentración intracelular es alta. Estas altas 
concentraciones de Cl– producen quemaduras y necrosis en las hojas, disminuyendo la 
fotosíntesis e inhibiendo la absorción de nitratos (Tavakkoli y cols., 2010). Por otro lado, 
las plantas transgénicas EgNHX1 B1, EgNHX1 B3, y EgVP1 B3 si bien su crecimiento es 
detenido durante el tiempo experimental, no poseen fenotipos de quemaduras y 
desprendimiento de hojas en las plantas, lo que siguiere que estas plantas presentan 
tolerancia a los estrés abióticos estudiados en este trabajo, resultados similares a los 
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obtenidos por Baltierra y cols., 2013, y Gamboa y cols., 2013 con plantas de Arabidopsis 
transgénicas.  
10.3.2. Sobrevivencia en plantas. 
 
 Todas las plantas de los diferentes grupos se les realizó un análisis de 
sobrevivencia post estrés abiótico. En el cual, las plantas silvestres, tanto del grupo estrés 
hídrico, como estrés salino no mostraron nuevos brotes después de realizar el corte al 
tiempo de dos semanas (figura 12). Sin embargo, las plantas transgénicas EgNHX1 B1, 
EgNHX1 B3 y EgVP1 B3 si mostraron nuevos brotes confirmando que estas plantas al 
sobreexpresar EgNHX1 y EgVP1 si presentan mayor tolerancia a estos tipos de estrés 
abiótico en comparación con las plantas silvestres, siendo bastante interesante ya que 
Yang y cols., 2015, obtuvieron plantas de álamos tolerantes a la salinidad al 
sobreexpresar la pirofosfatasa vacuolar PtVP1 endógena de álamo, proponiendo como 
un máximo valor de salinidad de 150 mM de NaCl reportado hasta la fecha siendo éste 
el mayor valor de estrés salino para esta especie leñosa, sin embargo, en este trabajo se 
utilizó una concentración mayor de cloruro de sodio (250 mM NaCl). Sin embargo, en el 
estudio de yang y cols., 2015 no se desafió a las plantas a condiciones de sequía, por lo 
que se sugiere fuertemente que los genes de E. globulus, EgNHX1 y EgVP1 otorgan una 
mayor tolerancia a estos tipos de estrés abiótico que la misma pirofosfatasa vacuolar 
endógena de álamo, lo que podríamos hipotetizar que la conformación proteica de éstas 
proteínas poseen mayor eficiencia en la respuesta a estrés hídrico y salino.   
10.4. Análisis y mediciones fisiológicas de álamos sometidos a estrés abiótico  
 
10.4.1. Cuantificación de MDA 
 
Está descrito que tanto en los cloroplastos como en las mitocondrias se produce 
una gran concentración de superóxidos EROs (Asada y cols., 1999). En los cloroplastos, 
los EROs se pueden generar mediante la transferencia directa de energía en la excitación 
de la clorofila para producir oxígeno, o mediante la reducción del oxígeno univalente 
(O-) del fotosistema I, en la reacción de Mehler (Meloni y cols., 2003). Tanto en estrés 
abiótico como biótico en plantas, se ha descrito que existe un aumento de estas especies 
reactivas de oxígeno, y a falta de mecanismos de protección en las plantas pueden 
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producirse daño oxidativo en ácidos nucleicos, proteínas y lípidos. Éste último es utilizado 
como marcador e indicador de estrés mediante la cuantificación de MDA (Gunes y cols., 
2006). 
En las plantas de álamos sometidas a diferentes tratamientos (figura 14 A, B y C), se 
pudo observar que, en todas ellas, ya sean silvestres o transgénicas en los diferentes 
grupos, tanto en hojas de la zona superior como zona media en el tiempo cero existe una 
acumulación de MDA de 6 nmoles por gramo fresco de tejido de hoja, resultado similar 
al obtenido por Gao y cols., 2013 en el tiempo cero al sobreexpresar el gen TaLEA ( gen 
de abundancia tardía de la embriogénesis asociado a la tolerancia al estrés salino, hídrico 
y frío) de Tamarix (tamariscos) en Populus simonii x Populus nigra. Se ha descrito que 
en plantas es necesario una concentración de MDA (3 – 7 nmoles de MDA), ya que es 
vital para la activación de genes relacionados con el daño oxidativo en células, activando 
el gen GST1 (glutatión transferasa I) y otras vías metabólicas relacionadas con apoptosis 
(Bhattacharjee., 2014). 
 Por otro lado, se puede apreciar que en las líneas transgénicas EgNHX1 B1 y EgVP1 B3 
se observa una menor concentración de MDA (7.2 nmoles aproximadamente de MDA) al 
estar sometidas a estrés hídrico durante 20 días, en comparación con las plantas 
silvestres, siendo que Gao y cols., 2013 obtuvo resultado similar, pero al someter las 
plantas a sólo 7 días de sequía. Este efecto sugiere fuertemente que las plantas cuando 
se encuentran sometidas a estrés por sequía, el equilibrio de producción de EROs y la 
maquinaria enzimática capaz de contrarrestar estas concentraciones de superóxidos se 
ve afectada, ya que la producción de EROs se ve forzada debido al cierre de estomas y 
la limitación a la fijación de CO2 (Chool Boo y cols., 1999). Por lo tanto, se sugiere que, 
cuando las plantas mantienen una sobreexpresión del gen EgNHX1 permiten que el 
potencial de membrana en la vacuola sea negativo, concentrando cationes monovalentes 
como el Na+ y el K+, lo que se traduce a una menor fuga de agua en las células (Chen y 
cols., 2007). Por otro lado, cuando las plantas de álamos sobreexpresan el gen EgVP1, 
se sugiere fuertemente que estas generan una  mayor  fuerza motriz en el mantenimiento 
del potencial de membrana, concentrando cationes en el tonoplasto de la vacuola, 
permitiendo de esta manera que las proteínas antiporters localizadas en el lumen de la 
vacuola,  puedan concentrar diferentes iones dentro de esta para mantener un potencial 
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hídrico negativo con respecto al medio extracelular, lo que facilitaría la retención de agua 
dentro de las células (Palmgren y cols., 2011).  
Por otro lado, en el grupo estrés salino se puede apreciar que existe una mayor 
concentración de MDA en plantas silvestres y EgVP1 B2 tanto en hojas de zona superior 
como hojas de zona media con respecto a las demás líneas transgénicas, e incluso mayor 
concentración que en el estrés hídrico en los tiempos 12, 16 y 20 días en comparación 
con las plantas transgénicas EgNHX1 B1 y EgVP1 B3 siendo significativas las diferencias 
en comparación con las plantas silvestres. Además, se puede apreciar que en hojas de 
zona media existe una tendencia de mayor concentración de MDA en comparación con 
las hojas de zona superior, aunque estas diferencias no fueron significativas. Este 
aumento de concentración de MDA en estrés salino se debe a que la acumulación de 
NaCl, específicamente del ion Na+ dentro de las células promueve al cierre de estomas 
por dos razones, primero la competencia de acumulación de Na+ con el K+ que actúa 
como cofactor para la apertura de estomas, y segundo lugar existe una fuga de agua por 
el estrés salino, que desencadena a una pérdida de turgencia en las células adyacentes 
que impide la apertura de estomas para fijación del CO2 (Meneguzzo y cols., 1999).  
Por lo tanto, se sugiere fuertemente, que las plantas de álamos que sobreexpresan tanto 
EgNHX1 como EgVP1, específicamente EgNHX1 B1 y EgVP1 B3, presentan mayor 
tolerancia al estrés salino al tener menores valores de concentración de MDA en 
comparación con las plantas silvestres. Este efecto se debe a que el antiporter NHX1 y 
la pirofosfatasa vacuolar EgVP1 de E. globulus permiten el secuestro y acumulación del 
ion Na+ dentro de la vacuola disminuyendo la toxicidad de este ion en las células.  
10.4.2. Cuantificación de porcentaje de fuga electrolítica. 
 
 Al igual que la acumulación de MDA en plantas, se ha descrito que tanto en estrés 
abiótico como biótico repercuten en las membranas celulares vegetales, 
permebealizandolas lo que tiene como consecuencia la fuga electrolítica. La fuga 
electrolítica se caracteriza por la salida de iones de K+ y los llamados contraiones : Cl-, 
HPO42-, NO3-, citrato 3. y malato2- que se mueven para equilibrar el flujo de salida de los 
iones de potasio con carga positiva (Bajii y cols., 2002). Sin embargo, Laohavisit y cols., 
2012, demostraron que la fuga de electrolíticos, específicamente del ión K+ en las células 
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vegetales está mediada por diferentes canales ionicos que no está relacionado 
directamente a daños por membranas por estrés, sino al desbalance de concentraciones 
de K intracelular y extracelular que puede generar un estrés, como por ejemplo la baja 
disponibilidad de agua, como también la salinidad, específicamente por el ion Na+ (Sarkar 
y cols., 2014; Demidchik y cols., 2010).  
Nuestros resultados de porcentaje de fuga electrolítica (figura 15 A, B y C), indicaron que, 
en todas las plantas de álamos, de todos los grupos, y diferente genotipo en tejidos tanto 
de hoja de la zona superior, y la zona media al tiempo cero, existe un porcentaje de 
conductividad de 10 a 12% al ser tratadas con agua potable, resultado similar al obtenido 
por Gao y cols., 2013 en plantas de álamos sometidos a estrés abiótico en el tiempo cero 
(control). 
Por otro lado, al tiempo de 12 días, las plantas de álamos silvestres tanto en estrés hídrico 
como estrés salino (sequía 12 días, y riegos con 150 mM de NaCl) aumentaron más del 
doble el porcentaje de fuga electrolítica, siendo que al tiempo 16 días obtuvieron su mayor 
valor de porcentaje de fuga, tanto en hoja superior y hoja media a valores cercanos al 
40% y 50% respectivamente. Las plantas transgénicas en estrés hídrico, específicamente 
EgNHX1 B1, EgNHX1 B3 y EgVP1 B3 tanto en hojas superior como hoja media, 
mantienen un porcentaje de fuga electrolítica menor al 20% durante toda la fase 
experimental, al ser comparadas con plantas silvestres, resultado muy similar al obtenido 
por Gao y cols., 2013 (resultados de sólo hojas maduras no senescentes).  
En el grupo estrés salino se observa que existe una diferencia significativa de porcentaje 
de fuga electrolítica entre todas las plantas transgénicas tanto hoja superior, como zona 
media al ser comparadas con las plantas silvestres al tiempo de 16 días (riegos con 200 
mM de NaCl), sin embargo, las plantas de la línea transgénica EgVP1 B2 y las plantas 
silvestres al tiempo de 20 días (regadas con 250 mM de NaCl), se encontraban muertas, 
mostrando resultados de porcentaje de fuga cercanos a 100. Por otro lado, las plantas 
transgénicas EgNHX1 B1, EgNHX1 B3 y EgVP1 B3 mantuvieron su valor máximo de fuga 
al tiempo de 20 días cercanos al 40%, tendencia de resultados similares a los obtenidos 
por Gao y cols., 2013. Los valores de hoja media para todas las plantas en los diferentes 
grupos tienen una mayor tendencia al aumentar su porcentaje de fuga electrolítica en 
 76 
 
comparación con las hojas superiores, sin embargo, estas variaciones no fueron 
significativas. Estos datos sugieren que la vía SOS (Salt Overly Sensitive) está activa en 
todas las plantas en estos tipos de estrés abiótico, y acumulan el Na+ en los tejidos de 
hojas maduras, para que posteriormente sean eliminadas por el desprendimiento de 
éstas (Ji y cols., 2013), sin embargo, debido a la temprana maduración de las plantas de 
álamos, estos datos reflejan diferencias significativas. Finalmente, estos resultados 
sugieren que las plantas EgNHX1 B1 y EgVP1 B3, poseen mayor tolerancia al estrés 
hídrico y salino 
10.4.3. Cuantificación y análisis de la fluorescencia de la clorofila α. 
 
Otra característica fisiológica que se ve afectada en el estrés hídrico y salino es la 
fotosíntesis y la capacidad de excitación de la clorofila en el fotosistema II (Flexas y cols., 
2012). Los principales efectos que provocan este daño, como se mencionó con 
anterioridad es la disminución de captación de CO2 y la formación de EROs, que dañan 
de manera parcial o completa la clorofila que afecta principalmente los mecanismos 
fotosintéticos, disminuyendo considerablemente el transporte de electrones hacia el 
fotosistema I (Joliot y cols., 2011). Nuestros resultados del rendimiento cuántico de la 
fluorescencia del fotosistema II, al tiempo cero para todas las plantas de diferentes 
genotipos en diferentes grupos (figura 16 A, B y C), demuestran que las plantas poseen 
un Fv/Fm dentro del rango 0.79 – 0.84 el cual indica que no existe estrés en las plantas, 
tanto en las hojas de la zona superior como la zona media. Sin embargo, las plantas en 
el estrés hídrico, al tiempo de 12, 16 y 20 días con sequía respectivamente (figura 16 B), 
la capacidad de excitación de la clorofila en el fotosistema II disminuye, específicamente 
al tiempo de 16 días, en donde existen diferencias significativas para la hoja superior y 
hoja media en las plantas EgNHX1 B1, EgNHX1 B3, y EgVP1 B3 en comparación con 
las plantas silvestres. Xiaohua y cols., 2011 obtuvieron resultados similares, pero al 
tiempo de 6 días de sequía al sobreexpresar los genes vgb, SacB, JERF36, bTcRY3a y 
OC-1 (5 genes asociados al estrés abiótico y biótico) en diferentes líneas de álamos 
Populus euramericana “Guatiento”, los cuales no fueron capaces de medir en los días 12, 
16 y 20 días de sequía como se realizó en este trabajo. 
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Al tiempo de estrés 20 días de sequía, las plantas EgNHX1 B1 y EgVP1 B3, mantienen 
valores más cercanos al 0.79 – 0.84 en comparación con los otros genotipos. Sin 
embargo, sigue existiendo una tendencia de que las hojas de la zona media poseen 
menor valor de Fv/Fm en comparación con hojas de zona superior, lo cual sugiere 
nuevamente que las hojas nuevas mantienen una menor acumulación de Na+ debido a 
la activación de la vía SOS como se mencionó con anterioridad, aunque los análisis 
estadisticos por ANOVA arrojaron que no existían diferencias significativas, por lo que las 
plantas de álamos al tiempo de maduración de 3 meses in vivo estos análisis son 
despreciables. Cabe destacar que las plantas de álamos silvestres y EgVP1 B2 fue 
imposible medir la capacidad de excitación de la clorofila del fotosistema II debido a la 
alta senescencia de todas las hojas (plantas muertas) las cuales no toleran un estrés 
hídrico mayor a 16 días. Por otro lado, se observó que las plantas sometidas a estrés 
salino (figura 16 C) tienen un comportamiento similar a las plantas del estrés hídrico, 
siendo los álamos transgénicos EgNHX1 B1 y EgVP1 B3 quienes toleran de mejor 
manera este tipo de estrés en comparación con los otros genotipos y plantas silvestres, 
y más aún son capaces de tolerar concentraciones salinas de 250 mM de NaCl, en 
comparación con el trabajo realizado por Xiaohua y cols., 2013, quienes pudieron 
observar como máxima tolerancia en plantas de álamos Populus euramericana 
“Guariento” utilizando la sobreexpresión de genes mencionados con anterioridad de 135 
mM de NaCl. Finalmente, las plantas de álamos sobreexpresoras de EgNHX1 y EgVP1 
si presentan mayor tolerancia al estrés salino en comparación con las plantas silvestres, 
específicamente las líneas EgNHX1 B1 y EgVP1 B3. 
Con todo lo mencionado y comparado con diferentes trabajos científicos asociado a 
estrés hídrico y salino utilizando diferentes poblaciones de álamos transgénicos, se 
sugiere fuertemente que los genes de E. globulus tanto EgNHX1 y EgVP1 son grandes 
candidatos para la tolerancia a estos tipos de estrés. Además se espera en estudios 
posteriores un análisis de la calidad de la madera para éstas plantas transgénicas 
sometidas a iguales condiciones de estrés. 
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11. Conclusiones y proyecciones. 
 
• Se determinó por análisis de RT-PCR que las líneas transgénicas EgNHX1 B1 y 
EgNHX1 B3 sobreexpresan de mejor manera el antiporter Na+/H+ propio de E. 
globulus. Por otro lado, las líneas transgénicas EgVP1 B2 y EgVP1 B3 
sobreexpresan de mejor manera la pirofosfatasa vacuolar de E. globulus. 
 
• Se determinó que plantas de álamos que sobreexpresan el antiporter NHX1 y la 
pirofosfatasa vacuolar VP1 de E. globulus, específicamente la línea EgNHX1 B1 y 
EgVP1 B3 presentan tolerancia a estrés hídrico y salino en comparación con las 
plantas silvestres. 
 
• Al comparar álamos transgénicos sobreexpresores de el gen EgNHX1 y EgVP1 se 
determinó que no existen diferencias fenotípicas y fisiológicas en la tolerancia al 
estrés hídrico y salino. 
 
• Existe una tendencia de menor estrés entre hojas de zona superior en 
comparación con las hojas de zona media en las diferentes plantas álamos, pero 
no son significativos en un estado de maduración de tres meses. 
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